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1 INTRODUCTION 

Plant biotechnology has bloooned within the last decade. Major breakthroughs are the 
development of methods allowing the tiansfer of isolated and well-defined genes into 
plant cells, the regeneration of intact and fertile transgenic plants, the Identification of 
regulatory structures within plant genes controlling the expression of these genes ^on 
the transcriptional level as well as the identification of structures in proteins directing 
them to certain subcellular organelles. In addidoa the possibility of inhibiting the ex* 
pression of endogenous genes via introducing genes co(fing an anti-sense RNA has be- 
come a routine method. 

It is obvious that this methodology can not only be used for a better undeistand- 
ing of the plant but alsio to improve plants in traits wanted by mankind. Thus oiassive 
efforts are presendy undertaken aiming at modifying plants with respect to their faio- 
synthedc capacity trying to produce new or modified compounds in higher plants. Inis 
idea of using plants as a bioreactor is not only a chaUenguig scientific question but also 
might create a new market for the fanner which at least in Westem Europe and North 
America b politically desirable. 

In the first part of this contribution we will brirfly review the rcccnUy developed 
methodology allowing transgenic plants to be created In the second part we will de- 
scribe first applications of tfiis technique with respect to modifying starch quality and 
quantity in transgenic plants. 

2 TECHNIQUES DEVELOPED FOR THE CREATION OF TRANSGENIC 
PLANTS CHANGED IN A CERTAIN PARAMETER 

Transfer of DNA into Plant C ells and Regeneration of Intact and Fertile Plants 

Transfer of isolated DNA into plant cells is now a routine procedure which works 
for many different plants including crop spedes. Several metiiods exist to transfer 
DNA into cells. The ability of die gram-negative soil bacterium Agrobacteriuin tuine- 
faciens to introduce genetic material into the nucleus of at least most of die dicotyle- 
donous Dlants (cf. 1 for a review) is still die nrefened method in the case of trans- 
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less protoplasts of plants by naked DNA present in the medium in the presence of 
cither polyethylene glycol or calcium (cf. 2 for a review). Numerous other possibilities 
have been described for the delivery of DNA into cells including microinjection^, 
liposome fusion^ or the biolistics approach^. Whereas it is therefore no major problem 
to obtain single cells or undifferentiated cell clumps genetically being altered due to 
gene transfer, it turns out to be a much more difficult problem to obtain intact and 
fertile transgenic plants. 

Thus it is probably fair to say that at the present stage the number of plant species 
and genotypes accessible to transformation is no tonger limited by the methodology to 
transfer single isolated genes into plant cells but rather by die ability^iability to re- 
generate intact and fertile plants out of genetically transformed plant cells. The differ- 
ent strategies to overcome this problem go along with using different vector sys- 
tems/delivery systems for transferring DNA into plant cells and are connected to die 
plant species to be transformed resp. its tissue culture ability. 

Controlled Expression of Foreipi Gen es in Transgenic Plants 

One important aspect of plant gene technology and the production of transgenic 
plants is the controlled and predetennined expression of foreign genes. A special desire 
might e.g. be to produce a certain enzyme^rotcin only during certain developmental 
phases of a plant such as embryogenesis or gemiination, in certain organs e.g. seeds, 
leaves, tubcn, roots or flowers, in certain tissues c.g. qjidermis, phloem, tapetum. 
mesophyll cells, meristematic tissues or only during certain environtnental conditions 
e.g. in the light, in die dark, upon paUtogen attack, upon wounding, under drought 
conditions etc. 

Due to the fact that the identification and characterization of plant genes has been 
one of die major research areas in Plant Molecular Biology during the last couple of 
years, a clear concept has developed allowing the construction of chimeric gjenes ex- 
pressing the coding sequence in a predetermined manner. * ^ 

Generally it has been observed Uiat sequences located 5' to die RNA-coding se- 
quence of die respective gene contain many if not all of the signals necessary to ensure 
die correct expression. This has been proven by taking die 5 -upstream region of plant 
genes, fusing it to a marker gene encoding an easily scorable product and, after addi- 
tion of a poly-adenylation signal, transfer die chimeric gene back to die plant using 
eidier one of the above mentioned technques. A list of typical representatives of vari- 
ous types of promoters identified in diifferent plants is given* 

Despite die fact diat for many promoters it is proven that they retain dieir speci- 
ficity of expression in heterologous plants, die level of expression of one and the sanoe 
gene present in independent transformants as a rule varies wklely'. This phenomenon, 
which is not specific for plants but has been observed in odier transgenic eucaryotes 
too, is probably due to sequences neighbouring die transferred gene after its integra- 
tion. Surprisingly, aldiough diesc neighbouring sequences strongly influence the 
quantitative level of expression of die transferred gene, as a rule, they do not at all in- 
fluence die qualitative expression pattern. 
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, rlanis 

Tflr ^^rtiny of For e jfn pMm, into Crmin SubcdlulaT r^mpi^gnB 

A characteristic feature of a eucaryotic ceU is the presence of various compm- 
ments wWch e g. serve to separate anaboUc ftom cataboUc meiaboUc Pathways In or- 
Tto teSe to change p Jts in a predetermined way one may V'^^op^^^l^^ 

L fomiation of a pfotein/enzyme with respect to a certain tu^suc. dev« 0P°^«^ 
Ten^imnmental condition (as guaranteed by the promoter used) ^^l^^^^^'T] 
its subceUular location within the ceU. Hius the idea of targemng proteins to a predc- 
termined destination within the cell is a very attractive one. 

Trafficking of nuclear-encoded proteins within a eucaryotic ccU occurs in.sevoal 
ways depending upon the final destination of the protein, ^ tht^ iT^^J^^jrl 
tinS to Ae mitochondria or the chloroplast they are syntfiesired on free Poly^« 
Xiven an N-terminal extension (transit peptide) ^Wch directs Jjem mio eithc^ ti^ 
Slast or the mitochondrion where die transitpcptide is ^'^l ^f, ^"""8 ^ 
^rt p^ess. A large bulk of the proteins is destined ^^'T^'^^Lu^^c 
reticulum/Golgi pathway. They either become secreted into 'P^/; 
SomeTart of the plasL membrane, stay in die ER/Golgi ^mplex or move mto Ae 
v^uS^. TWs large^and complex class of proteins is believed to be ^^^^^y 
imported into the lumen of die endoplasmic reticulum as a first step with 
SSToScur in ti,e cis- and trans-Golgi. Again all these proteins ^^^^^oS^ 
extension (signal peptide) necessary to direct die nascent polypeptide cham to specific 
receptors present on die membrane of the endoplasmic reticulum. 

By fusing DNA-sequences encoding ti)e N-tciminal extci^ion of P^^'"^^^ 
to die chloroplast or die mitochondrion to reporter genes, chimcnc genes ^"^^ 
constructed which, after addition of plant promoters and PO^y-^^^^^ff J"^^^^^ 
suited in die formation of fusion proteins in transgenic plants. ^^'^^'''^^.^^^'^^Z 
wTobserved not to stay widiin die cytosol but radier to move {J^^fT^; 
elles, die type of organcUe being determined by die ongm of die ^'^"^.^^^"^ 
SSdS Aimore a^d more transit peptides from nuclear . 
lochondrion located proteins have been identifi«l. numerous P^*^!^^^;^' ^^^^^ 
tion of chimeric proteins exist which makes die ^S^^^offoTt^ pt^suno 
eUher chloroplasts or mitochondria of transgenic plants a feirty straightforward ex- 
perinoent 

•nie situation is sUghdy different for proteins cotranslationaUy taken up into the 
endoplasmic reticulum and subsequendy distributed among ^^J^""^^ 
membrane, die extracellular space and die ER-Golgi complex. Widi «spcct '^^^^ 
ing proteins into die lumen of die endoplasmic reticulurn die wme «hem« <ro^^^ 

apph^S. Fusion of die N-temiinal extension («9^.P«P",<^«> S^o''^"^^^^^ 
proteins to die foreign protein resulted in its uptake into die ER'". WiA ^ ^^^^e 
furdier sorting however a couple of questions stiU have to be answered- Thus the^^ 
oSy one exaJjiple where in transgenic plants a foreign prolem could ^'^^^^^'^ 
die vacuoles" by fusing a very large part (146 aa) of a vacuolar plant P^tew to Ae N- 
"munus of die reporter protein. In odier cases it has been shown diat die ^st 10 - 12 
S «nds locat^ at di^ C-temiinus would be responsible for vacuolar targctting (of. 
12 for a review). 

Secretion of proteins into the extracellular space seems to occur if fimhcr «g- 
nal in addition to die signal peptide is present Secretion of chimcnc proteins only 
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given the sigiJ^pepdde of a plant protein has demonstrated in transgenic ' 
plants"-'*. 

rnacrivarion n f the Expression of Endopennns Penes in Transgenic Plants 

In addition to being able to add new txaits to a plant* the ability to inhibit the 
manifestation of some unwanted characterisdcs obviously lepiesents a very desirable 
trait. This has been achieved in an efficient way via introduction of a chimeric gene 
giving rise to the formation of an RNA strand coiiq}lementaiy to the strand produced 
from the endogenous gene in tiie transgenic plant (anti-sense RNA ^pioach)^^. Th 
anti-sense RNA is complementary to the target mRNA which will be inhibited with re- 
spect to its formation/biological activity. It is assunoed (tiwugh not proven) that a du- 
plex RNA will be formed between die mRNA resulting from the endogenous gene and 
the anti-sense RNA being produced from the introduced gene which, by an unknown 
mechanism, leads to the inactivation and die disappearance of both the sense- and the 
anti-sense mRNA. 

The anti-sense RNA mediated inhibition of the expression of endogenous genes 
has been demonstrated for an increasing number of genes 

One further advantage of the anti-sense RNA inhitnted gene expression is that, as 
a rule, plants independendy transformed with the anti-sense RNA coding gene give 
rise to different degrees of inhibition. Thus it is not only possible to suppress die ex- 
pression of the endogenous gene to near completeness (as is die case for gene disrup- 
tion via homologous recombination) but also to obtain transgenic plants differing 
widely in their degree of inhibition. 

3 MODULATION OF STARCH QUALITY AND QUANTITY IN TRANS- 
GENIC PLANTS 

i 

Molecular Ap pmaches to Reduce Starch Synthesis in Potato Tubers 

ADP-glucosc formed by die enzyme ADP-glucose pyrophosphorylasc from glu- 
cosc-l-phosphatc and ATP is die precursor used by the starch syndiascs for die for- 
mation of linear a-1.4-glucans. ADP-glucose pyrophosphorylasc has been described as 
the enzyme controlling Uic rate of starch biosyndiesis". We tficrefore decided to try to 
inhibit starch biosyndiesis via inhibiting die activity of die ADP-glucose pyrophos- 
phoiylase. To diis end cDNA's encoding bodi subunits of die ADP-glucosc pyrophos- 
phorylasc were cloned from potato using heterologous probes from maize''. 

Subsequendy, chimeric genes expressing an anti-sense RNA from bodi cDNA's 
were introduced into potato by Agrobacterium-mediatcd gene transfer and transgenic 
potato plants regenerated. 

These plants were subsequendy analyzed on die RNA, protein and enzyrais activ- 
ity level for inhibition of die ADP-glucose pyrophosphoiylase gene expression. Out of 
a collection of 50 independendy transformed potato plants, 4 transgenic plants were 
identified which displayed only 2-5% of die wild-type activity of die ADP-glucose 
pyrqihosphorylase. In parallel to this reduction in the enzyndc activity, the niber 
starch content was reduced to 2-5% of wild-type levels". 
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Starch Synthesis i^^ans^ c Plants 

As a result of the ftbition of starch biosynthesis, a dnAic change in the phe- 
notypc of the tubers- formed was observed. Whereas in the case of wild-type plants the 
average number of tubers grown under standardized greenhouse conditions amounts 
to about 8-15, potato plants unable to syntfiesize starch produced 70-90 tubers. A 
second significant change concerns the size of the nibers, which is significandy re- 
duced in the starch-less tubers compared to tubers fipom wild-type plants. 

Inhibition of starch biosynthesis in tubers of transgenic potato plants thus has 
profound effects on number and size of this sink organ. The increase in number and the 
decrease in size of an individual tuber can be interpreted as indicating a reduction in 
sink strengUi. This interpretation is based on the observation that upon induction of the 
tuberization process in potato, multiple tuber-foranng primoidia are initiated. How- 
ever in wild-type plants only a minor proportion of these niber primoidia develop into 
mamre tubers^. In wild-type plants noranally only one or two tubers are formed per 
stolon; the anti-sense plants developed up to ten. In addition, alternating mbcr-stolon 
structures were observed in plants which had low ADP-glucose pyrophosphoiylase 
activity, a phenomenon which very rarely occurs in control plants grown under stan- 
dard greenhouse conditions. 

Accepting die concept of competing sinks, this can be explained by assuming tiiat 
very early during tuber growth some hibers have gained a competitive advantage and 
can thus outcompetc the otfier tuber primwdia with respect to carbohydrate which 
therefore will stop their further dcvclopmenL The observation tiiat starch-less potato 
plants form significandy more tubers indicates diat die creation of a competitive ad- 
vantage wiUi respect to sink strengdi could well be due to die aiction of the ADP-glu- 
cose pyrophosphorylase, making this enzymic activity dierefore a possible determina- 
tor for sink strengdi. It is obvious dial diis interpretation is still speculative at dus level 
and that further experiments are needed to further substantiate this model. 

Mrilecular Approaches to Inc rease Stanch Quantity in Transpenic TtlbCfS Of PotatQ 

A major breakduough with respect to quantity was recendy reponed by a gro^p* 
working at Monsanto. The enzyme ADP-glucose pyrophosphorylase represents one of 
the major control points in the starch Hosyntfiesis padiway. The plant enzyme is sub- 
ject to feed-back inhibition by several metabolites including phosphate". Olycogen- 
producing bacteria contain a very similiar enzynie also catalyzing the formation of 
ADP-glucose from ATP and glucosc-1 phosphate. By expressing a mutated form of 
the E. coli ADP glucose pyrophosphorylase which is changed in various of its al- 
losteric properties in amyloplasts of transgenic potato plants, Kishore et al'* were able 
to create potato plants which in dieir nibcrs display increased starch and a higher dry 
matter content. On average diesc nibers contain 24% higher level of dry matter rela- 
tive to controls wiUi some lines containing nearly 50% higher levels. 

Molecular Ap proaches to Alter the Starch Chialltv in Potato Tubers - Anri-ScnSC In- 
hibition of the Granule Bound Stareh Svnthase 

Starch is syndiesized by die combined action of die starch syndiases and die 
branching enzymes. The starch syndiases catalyze die polymerisation of ADP-glucose 
to linear a-l,4-glucans, whereas die branching enzymes introduce branch points by 
releasing small segments from a linear chain and reattaching diem to a glucan through 
the formation of a-l,6-glucosidic bonds, which leads to the formation of amylopectiiL 
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Mutants lacking^e isofonn of the starch synthasesfte insoluUe or granule bound 
form, synthesize an essentially amylose fiee-starch'''. 

A cDNA clone encoding the GBSS bom potato (a kind gift torn M Hergersberg 
and U. Wienand, Cologne) was expressed in anti-sense orientation in transgenic potato 
plants driven by a tuber-specific prooootor. Plants which showed almost conq}lete re- 
duction of the GBSS protein synthesized, like the classical mutants, starch which has a 
very low amylose content Oess than 5%). This is in agreement with data finom anodier 
group persuing the same approach^. The total starch content in the tubers was not 
significantly altered Field trials showed that the anti-sense RNA mediated inhibition of 
the amylose formation was stable^. 

Anti-Sense Inhibition of the Stanch Branching Enzvme 

Branching enzyme (BE) normally appears in two isoforms in plants. Mutants of 
maize and pea have been characterized where the activity of one isofom of the en- 
zyme is missing, leading to an increase of the amylose content (firom 20-30% up to 
70%) of the synthesized starch". In potato tubers only one form of BE has been de- 
scribed". 

Potato plants were transformed with a construct carrying a cDNA for BE^ in 
anti-sense-orientation behind die 35S CaMV promotor. Those plants which did n t 
express detectable amounts of BE, as determined by Western blotting, were selected 
for further analysis. Surprisingly neither the amylose content of the starch in the tubers 
of these plants, nor the total starch content of the mbers was altered. 

One possible explanation is that tiiere is another isoform of the enzyme in potato 
ntbers, which has not been characterized so far. Evidence for that is that the residual 
branching oozyme activity in the mutant plants lies between 10-20% of control plants, 
which is significandy higher tiian the BE protein levels which can be detected on 
westem-blots. ^. 



4 CONCLUSIONS 

As briefly described in this contribution, die tools have been developed to nxxlify 
higher plants by genetic engineering methods which among otiier aspects will also al- 
low changes in starch qualiQ' and quanti^ in transgenic plants. Whether or not this will 
lead to a new technology of econmnic importance will mainly depend upon die public 
acceptance of transgenic plants. 
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Catalytic Plasticity of Fatty 
Acid Modification Enzymes 
Uhderlying Chemical Diversity 
of Plant Lipids 

Pierre Broun/ John Shanklin/t Ed Whittle. Chris Somervillet 

Higher plants exhibit extensive diversity in the composition of seed storage 
fatty acids. This is largely due to the presence of various combinations of double 
or triple bonds and hydroxy I or epoxy groups, which are synthesized by a family 
of structurally similar enzymes. As few as four amino acid substitutions can 
convert an oleate 12-desaturase to a hydroxylase and as few as six result in 
conversion of a hydroxylase to a desaturase. These results illustrate how 
catalytic plasticity of these diiron enzymes has contributed to the evolution of 
the chemical diversity found in higher plants. 



All higher plants contain one or more oleate 
desaturases that catalyze the Oj-dependent in- 
sertion of a double bond between carbons 12 
and 13 of lipid-liiiked oleic acid (18:1^^) to 
produce linoleic acid (18:2^^''2j con- 
trast, only 14 species in 10 plant families have 
been found to accumulate the structurally relat- 
ed hydroxy fatty acid, ricinoleic acid (D-12- 
hydrbxyocta'dec-cty-9-enoic acid) (2), which is 
synthesized by an oleate hydroxylase that ex- 
hibits a high degree of sequence similarity to 
oleate desaturases (i). The oleate desaturases 
and hydroxylases are integral membrane pro- 
teins, which are members of a large family of 
functionally diverse enzymes that includes al- 
kane hydroxylase, xylene monooxygenase, car- 
otene ketolase, and sterol methyloxidase (7). 
These nonheme iron-containing enzymes use a 
diiron cluster for catalysis {4) and contain three 
equivalent histidine clusters that have been im- 
plicated in iron binding and shown to be essen- 
tial for catalysis (7). This class of proteins ex- 
hibits no significant sequence identity to the 
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soluble diiron-containing enzymes which rep- 
resent a similar diversity of enzymatic activities 
that include plant acyl-ACP desaturases, meth- 
ane monooxygenase, propene monooxygenase, 
and the R2 component of ribonucleotide reduc- 
tase (/, 5). The catalytic activities of these 
enzymes has been mimicked by a synthetic 
diiron-containing complex with a coordination 
sphere composed entirely of nitrogen ligands 
{61 

The oleate hydroxylase from the crucifer 
Lesquerella fendleri has about 81% sequence 
identity to the oleate desaturase from the 
crucifer Arabidopsis thaliana and about 71% 
sequence identity to the oleate hydroxylase 
from Ricinits communis (7). The observation 
that these cmcifer desaturase and hydroxy- 
lase enzymes are more similar than the two 
hydroxylases, and the presence of ricinoleic 
acid in a small number of distantly related 
plant species, suggests that the capacity to 
synthesize ricinoleate has arisen independent- 
ly several times during the evolution of high- 
er plants, by the genetic conversion of desatu- 
rases to hydroxylases. 

Comparison of the amino acid sequences of 
the hydroxylases from L fendleri and R. com- 
munis with the sequences for oleate desaturases 
from Arabidopsis, Zea mays, Glycine max (two 
sequences), R. communis, and Brassica napus 
revealed that only seven residues were strictly 



conserved in all of the six desaturases but di- 
vergent in both of the hydroxylases. The role of 
these seven residues was assessed by using 
site-directed mutagenesis to replace the resi- 
dues found in the Lesquerella hydroxylase, 
LFAH12, with those from the equivalent posi- 
tions in the desaturases {8, 9). In a reciprocal 
experiment, we replaced the seven riesidues in 
the Arabidopsis FAD2 oleate desaturase widi 
the corresponding Lesquerella hydroxylase res- 
idues {10). The activity of the modified and 
unmodified genes was then determined by ex- 
pressing them in yeast and transgenic plants 
before analyzing the composition of the total 
fatty acids. Technical difficulties limited the 
utility of direct measurements of enzyrne activ- 
ity in cell extracts (77). 

The mutant hydroxylase and desaturase 
genes containing all seven substitutions (desig- 
nated m^LFAHH and m^¥^D2, respectively) 
were expressed in yeast cells under transcrip- 
tional control of the GALl promoter. Trans- 
genic cells were harvested after induction and 
their total fatty acid composition determined by 
gas chromatography. Wild-type yeast cells do 
not accumulate detectable concentrations of di- 
unsaturated or hydroxylated faitty acids (72). 
Expression of FAD2 caused the accumulation . 
of about 4% diunsaturated fatty acids ( 1 6 : 2 and 

:8 -r — - — — , 



■J 7*^-. "16:2 T 

^ 6 " B18:2 «k! 

i2 ^ 

:g 5 . □ Ricihbieate 




FA02 m7FA02 LFAH12 m7LFAH12 

Gene 



Fig. 1. Fatty acid composition of yeast cells 
expressing desaturase and hydroxylase genes. 
Cultures were induced in growth medium 
containing galactose, -2 X 10^ cells were 
harvested, and fatty acids were extracted and 
modified for analysis by gas chromatography, 
as described (7). Values are the averages 
(±SE) obtained from five cultures of inde- 
pendent transformants. 
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18:2) but no detectable hydroxy fatty acids 
(Fig. 1). Expression of LFAH12 caused the 
accumulation of about 1 .4% diunsaturated fatty 
acids and 1 .5% ricinoleic acid, confinning the 
mixed function of this enzyme (7). Cells ex- 
pressing m^FPiDl accumulated ricinoleic acid 
to -0.5% of total fatty acids and had -50% 
reduction in the accumulation of diunsaturated 
fatty acids (Fig. 1). Thus, replacement of the 
seven residues (JO) converted a strict desaturase 
to a biftinctional desaturase-hydroxylase com- 
pariable in activity to the unmodified Lesque- 
rella hydroxylase. 

the amount of desaturase activity of the 
LFAH 1 2 enzyme is relatively low compared 
with its hydroxylase activity (7). However, 
yeast cells expressing LFAH 12 accumulated 
linoleic and ricinoleic acids to similar con- 
centrations, possibly because linoleic acid is 
more stable than ricinoleic acid in yeast cells. 
In cells expressing m7FAH12, the ratio of 
18:2 diunsaturated fatty acid to ricinoleic 
acid was, on average, 43 times that in cells 
expressing LFAH 12, There was also a 16- 
fold increase in the ratio of 16:2 diunsat- 
urated fatty acid to ricinoleic acid. Notwith- 
standing the quantitative limitations of the 
assay system, noted above, these results in- 
dicate a major increase in desaturase activity 
and a decrease in hydroxylase activity upon 
introduction of the seven desaturase-equiva- 
lent residues into LFAH 12. 

The activity of the mutant enzymes in planta 
was examined by using die corresponding genes 
to produce stable transgenic plants in an Arabi- 
dopsis fad2 mutant, which is deficient in oleate 
desaturase activity {IS), Expression of LFAH 12 
under transcriptional control of the constitutive 
cauliflower mosaic virus (CaMV) 355 promoter 
resulted in accumulation of high concentrations 
of hydroxy fatfy acids in seeds (7), but no de- 
tectable suppression of the fad2 mutant pheno- 
type in leaves (Fig. 2). In contrast, expression of 
m7LFAH12 under the same circumstances re- 
sulted in complete suppression of the fad2 phe- 




16:0 16:3 



18:0 18:1 
Fatty acid 



18:2 18:3 



Fig. 2. Genetic complementation of the Arabi- 
dopsisfadZ mutation with the m^LFAHIZ gene. 
Measurements were made of the fatty acid 
composition of leaf lipids from wild-type, the 
fadZ mutant, and transgenic fadZ plants ex- 
pressing LFAH 12 or m^LFAH12, under the con- 
trol of the CaMV 35S promoter. Values are 
means ± SE (n = 3). 



notype in 8 out of 10 transgenic plants analyzed 
(Fig. 2). There was an average 21 -fold increase 
in the ratio of linoleate to oleate in leaf fatty acids 
and a small increase in the amount of linolenic 
acid. These results, which are consistent with the 
results of the yeast assays, confirm that expres- 
sion of m^LFAHH in plants deficient in oleate 
desaturation has identical phenotypic conse- 
quences to expressing a wild-type desaturase 
such as FAD2 {13). 

To evaluate the effect of the seven muta- 
tions on the activity of the gene encoding 
FAD2, we expressed FAD2 and m^¥ADl in 
the Arabidopsis fad2 mutant under the control 
of the strong seed-specific promoter from the B. 
rapa napin gene. As expected from previous 
studies (7), none of the 15 transgenic lines 
expressing the FAD2 gene accumulated detect- 
able hydroxy fatty acids, although die ratio of 
linoleate to oleate accumulation was increased 
an average of 10-fold as compared with un- 
transformed controls. In the transgenic lines 
expressing m^VADl, the amount of hydroxy- 
lated fatty acids, which included ricinoleic, den- 
sipolic, and lesquerolic acids, composed up to 
9.4% of total seed fatty acids (Fig. 3). The ratio 
of seed linoleate to oleate contents was in- 
creased an average of 6.4-fold {14), which in- 
dicated that m^VADl exhibited significant de- 
saturase activity, albeit less than the wild-type 
FAD2 gene. The high concentrations of hy- 
droxy fatty acid accumulation observed in 
transgenic plants expressing m^¥AD2 indicated 
that the modified desaturase had comparable 
levels of hydroxylase activity, in the in planta 
assay, to the native Lesquerella hydroxylase 
enzyme. 

To determine whether any single amino acid 
residue of the seven had a major effect on the 
ratio of hydroxylase to desaturase activities, we 
introduced each of the seven FAD2-equivalent 
residues {8) individually into the LFAH 12 en- 
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Fig. 3. Fatty acid content of seed lipids from 
independent transgenic Arabidopsis lines ex- 
pressing m^FADZ or m^FADZ under control of 
the fl. napus napin promoter. Abbreviations: 
ricinoleic acid (18:1-OH). densipolic add 
(18:2-OH), and lesquerolic acid (20:1-OH). 



zyme. None of the enzymes containing single 
amino acid substitutions had activities that dif- 
fered significantly from the wild-type hydrox- 
ylase enzyme when expressed in yeast {14). We 
also tested seven modified LFAH 12 genes con- 
taining all combinations of six desaturase- 
equivalent residues (Fig. 4). Each of die seven 
constructs produced a ratio of diunsaturated to 
hydroxylated fatty acids that was similar to die 
ratio produced by die m7FAH12 enzyme. Thus, 
as few as six residiies principally determine the 
ratio of desaturation or hydroxylation activity. 
All lines showed somewhat reduced levels of 
desaturase activity, with die largest reductions 
of -40% seen in F218Y and G105A. There- 
fore, we made a construct in which both these 
changes were combined (xF218Y/G105A). 
This construct exhibited sirhilar activity to die 
individual F218Y and G105A mutants {14\ 
suggesting that their effects are redundant and 
that die observed changes in activity result from 
interactions of more than two of the seven 
residues. Considered together, these results in- 
dicate that no single amino acid position plays 
an essential role in catalytic outcome. Rather, 
changes in activity result from a combined ef- 
fect of several amino acid positions that have 
partially overlapping effects. 

Because four of the seven amino acids' are 
adjacent to histidine residues that have been 
identified as essential to catalysis (/), we hypodi- 
esized that these four residues may be of greatest 
importance to the outcome of the reaction. A 
modified FAD2 enzyme, designated m^FAD2, 
was constructed in which these four amino acids 



XI325M 




m7LFAH12 



LFAH 12 



0 2 4 6 8 10 

Total fatty acids {%) 

Fig, 4. Contribution of individual amino acid sub- 
stitutions to the activity of the modified Lesque- 
rella hydroxylase. Seven derivatives of the 
m7LFAH12 gene containing all combinations of 
six out of seven substitutions were introduced 
into yeast cells, and the fatty acid composition of 
five independent cultures was measured. The *'X" 
designation refers to the unmodified amino acid 
(that is, enzyme X1325M contains all of the seven 
substitutions except 1325M). 
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were replaced by their equivalents from the 
Lesquerella hydroxylase (T148N, A296V, 
S322A, M324I). Expression of m4FAD2 in seeds 
of wild-type Arabidopsis resulted in the accumu- 
lation of average concentrations of hydroxy fatty 
acids that were similar to those obtained with 
m7FAD2 (Fig. 3). Thus, only four changes are 
required to convert a strict desaturase to an en- 
zyme that retains some desaturase activity but is 
also an efficient hydroxylase. 

Biochemical and structural similarities be- 
tween the desaturase and hydroxylase, in addi- 
tion to recent kinetic isotope experiments, sug- 
gest that there is a common initial oxidation 
event at C-12 for both enzymes (75). Thus, it 
seems likely that the different ftinctional out- 
comes represent a partitioning between two 
reaction pathways that diverge after initial C-12 
hydrogen abstraction such that one pathway 
favors a second hydrogen abstraction whereas 
the other favors oxygen transfer. We envision 
that because no specific single amino acid 
change is required, and in view of the substan- 
tial effect of the four residues that abut the 
active site histidines, the differences between 
desaturase and hydroxylase outcome is influ- 
enced by changes in active site geometiy. Ex- 
amples of such changes might include the rel- 
ative positioning of the substrate with respect to 
the iron center, the coordination geometry of 
the iron ions, or the active site hydrogen bond- 
ing network. Whatever the case, this mode of 
evolving new catalytic activity differs fi-om the 
more general case in which the evolution of 
new activities involves the incorporation of new 
catalytic groups into the active site (16). 

Acetylenic and epoxy fatty acids are pro- 
duced by desaturation and epoxidation of dou- 
ble bonds by enzymes that are structurally sim- 
ilar to the enzymes described here (77). Thus, 
variations of the same catalytic center can cat- 
alyze the formation of at least four different 
functional groups in fatty acids. Because vari- 
ous combinations of these four functional 
groups define most of the chemical complexity 
found among the hundreds of different fatty 
acids that occur in higher plants (2), it is now 
apparent that most of the chemical complexity 
of plant fatty acids can be accounted for by 
divergence of a small number of desaturases. 
Extrapolating from the results described here, it 
also seems very likely that a small number of 
amino acid substitutions will account for the 
functional divergence of desaturases, hydroxy- 
lases, expoxgenases, and acetylenic bond- 
forming enzymes. 
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(57) Abstract 

The invention relates to transgenic plant cells and plants which, compared to wild type cells or plants, exhibit an increased yield, 
especially an increased oil and/or starch content, and which preferably synthesize a modified starch. The described plants exhibit an increase 
or a decrease of the plastidial ADP/ATP translocator activity. 



(57) Zusammenfassung 

Es werden transgene Pflanzenzellen und Pflanzen beschrieben, die im Vergleich zu Wildtypzellen bzw. -pflanzen einen erhOhten 
Ertrag, insbesondere einen erhohten Ol- und/oder Starkegehalt aufweisen und vorzugsweise eine modifizierte Starke synthetisieren. Die 
beschiiebenen Pflanzen zeigen eine ErhOhung bzw. eine Verringerung der plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivitat. 
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Transgene Pflanzen mit veranderter Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP- 

Translokators 

Die vorliegende Erfindung betrifft transgene Pflanzenzellen und Pflanzen mit einer 
erhohten plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivitat. Derartige Zellen und Pflanzen 
weisen einen erhohten Ertrag, vorzugsweise einen erhohten Ol- und/oder 
Starkegehalt auf und synthetisieren vorzugsweise eine Starke mit erhohtem 
Amylosegehalt. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung transgene Pflanzenzellen und Pflanzen mit 
einer verrlngerten plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivitat. Derartige Zellen und 
Pflanzen synthetisieren eine Starke mit verringertem Amylosegehalt 

Auf dem Gebiet der Agrar- und Forstwirtschaft ist man stetig darum bemiiht, 
Pflanzen mit erhohtem Ertrag zur Verfiigung zu stellen, insbesondere um die 
Ernahrung der fortwahrend anwachsenden Weltbevolkerung sicherzustellen und die 
Versorgung mit nachwachsenden Rohstoffen zu gewahrleisten. Traditlonell wird 
versucht, ertragreiche Pflanzen durch Zuchtung zu erhalten. Dieses ist jedoch zeit- 
und arbeitsintensiv. Ferner mussen entsprechende Zuchtungsprogramme fiir jede 
interessierende Pflanzenart durchgefuhrt werden. 

Fortschritte wurden zum Teil bereits durch die genetische Manipulation von Pflanzen 
erzielt, d.h. durch die gezielte Einfuhrung und Expression von rekombinanten 
Nucleinsauremolekulen in Pflanzen. Derartige Ansatze haben den Vorteil, dafi sie in 
der Regel nicht auf eine Pflanzenart beschrankt sind. sondern sich auch auf andere 
Pflanzenarten ubertragen lassen. 

So wurde beisplelsweise in EP-A 0 511 979 beschrieben, dafi die Expression einer 
prokaryontischen Asparagin-Synthetase in Pflanzenzellen unter anderem zu einer 
erhohten Biomasseproduktion fuhrt. Die WO 96/21737 beschreibt z.B. die 
Ertragssteigerung in Pflanzen durch Expression von de- Oder unregulierter Fructose- 
1 ,6-bisphosphatase, aufgrund der Erhohung der Photosynthaserate. Trotzdem 
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besteht nach wie vor Bedarf an generell anwendbaren Verfahren zur Verbesserung 
des Ertrages bei land- Oder forstwirtschaftlich interessanten Pflanzen. 
Im Hinblick auf die zunehmende Bedeutung, die pflanziichen Inhaltsstoffen als 
erneuerbaren Rohstoffquellen in letzter Zeit beigemessen wird, ist ferner eine der 
Aufgaben der biotechnologischen Forscliung, sich urn eine Anpassung dieser 
pflanziichen Rohstoffe an die Anforderungen der verarbeitenden Industrie zu 
bemuhen. Um eine Anwendung von nachwachsenden Rohstoffen in mGglichst 
vielen Einsatzgebieten zu ermogllchen, ist es daruber hinaus erforderlich, eine 
grofie Stoffvielfalt zu erreichen. Ferner ist es erforderlich, die Ausbeute an diesen 
pflanziichen Inhaltsstoffen zu erhohen, um die Effizienz der Produktion erneuerbarer 
Rohstoffquellen aus Pflanzen zu steigern. 

Neben Fetten und Proteinen stellen Ole und Polysaccharide die wesentlichen 
nachwachsenden Rohstoffe aus Pflanzen dar. Eine zentrale Stellung bei den 
Polysacchariden nimmt neben Cellulose die Starke ein, die einer der wichtigsten 
Speicherstoffe in hoheren Pflanzen ist. Hierbei sind vor allem Kartoffel und Mais 
interessante Pflanzen, da sie fur die Starkeproduktion wichtige Kulturpflanzen 
darstellen. 

Das Polysaccharid Starke, das einen der wichtigsten Speicherstoffe im 
Pflanzenreich darstellt, findet neben der Verwendung im Nahrungsmittelbereich 
auch eine breite Verwendung als nachwachsender Rohstoff fur die Herstellung 
industrieller Produkte. 

Die Starkelndustrie besitzt ein groRes Interesse an Pflanzen mit erhohtem 
Starkegehalt, der in der Regel gleichbedeutend mit einem erhohtem Trockengewicht 
ist. Ein erhohtes Trockengewicht steigert den Wert der in der Starkelndustrie 
verarbeiteten Pflanzen (Mais. Kartoffel, Tapioka, Weizen, Gerste, Reis etc.) wegen 
der hSheren Ausbeute an Starke. Zusatzlich bieten Pflanzenzellen Oder pflanzliche 
Organe, die mehr Starke enthalten, Vorteile bei der Weiterverarbeitung in der 
Nahrungsmittelindustrie, well sie weniger Fett bzw. Frittierol absorbieren und daher 
zu "gesunderen" Produkten mit reduziertem Kaloriengehalt fUhren. Diese 
Eigenschaft ist z. B. von groRem Interesse bei der Herstellung von "Popcorn", "com 
flakes" aus Mais oder von Pommes frites, Chips oder Kartoffelpuffer aus Kartoffeln. 
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Fur die Kartoffelstarke verarbeitende Industrie stellt das Trockengewicht 
(Starkegehait) die entscheidende Grofie dar, weil es die Prozessierungskosten 
bestimmt. Eln erhohtes Trockengewicht (Starkegehait) bedeutet bei 
gleichbleibendem Ertrag, dafi der Wassergehalt der Kartoffelknollen verringert ist. 
Der verringerte Wassergehalt fuhrt zu verringerten Transportkosten und zu einer 
Reduzierung der beim Kochen erforderlichen Garzeit. 

Es erscheint daher wunschenswert, Pflanzenzellen und Pflanzen zur Verfugung zu 
stellen, die einen erhohten Starkegehait aufweisen, sowie Verfahren zur Herstellung 
derartiger Pflanzenzellen und Pflanzen. 

Ferner erscheint es wunschenswert, Starken zur Verfugung zu stellen, deren Gehalt 
an Amylose und Annylopektin den Anforderungen der verarbeitenden Industrie 
entspricht. Dabei sind sowoht Starken mit einem erhohtem Amylosegehalt als auch 
Starken mit einem verringerten Amylosegehalt von Interesse, da diese sich jeweils 
fur besondere Verwendungszwecke besonders gut eignen. 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, Pflanzenzellen und 
Pflanzen zur Verfugung zu stellen, welche im Vergleich zu entsprechenden nicht 
modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen und Wildtyp-Pflanzen einen erhohten Ertrag 
vorzugsweise an Ol und/oder Starke aufweisen und/oder eine Starke mit einem 
veranderten Amylosegehalt synthetisieren. 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Patentanspruchen 
bezeichneten Ausfuhrungsformen gelost. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung transgene Pflanzenzellen, die genetisch 
modifiziert sind, wobei die genetische Modifikation in der Einfuhrung eines fremden 
Nucleinsauremolekuls besteht, dessen Vorhandensein oder dessen Expression zur 
Erhohung der plastidaren ADP/ATP-Translokator-Aktivitat in den transgenen Zellen 
ftihrt im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Pflanzenzellen 
aus Wildtyp-Pflanzen. 
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Die genetische Modifikation kann dabei jede genetische Modifikation sein, die zu 
einer Erhohung der plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivltat fuhrt. Moglich ist 
beispielsweise die sogenannte "in situ-Aktivierung", wobei die genetische 
Modifikation eine Verandeaing der regulatorischen Bereiche endogener ADP/ATP- 
Translokator-Gene ist, die zu einer verstarkten Expression dieser Gene fuhrt. 
Erreicht werden kann dies beispielsweise durch die Einfuhrung eines sehr starken 
Promotors vor die entsprechenden Gene, z. B. durch homologe Rekomblnation. 

Ferner besteht die Moglichkeit, die Methode des sogenannten "activation taggings" 
anzuwenden (siehe z. B. Walden et al.. Plant J. (1991), 281-288; Walden et al., 
Plant Mol. Biol. 26 (1994), 1521-1528). Diese Methode beruht auf der Aktlvierung 
endogener Promotoren durch "enhancer"-Elemente. wie z. B. dem Enhancer des 
35S RNA-Promoters des Blumenkohlmosaikvirus oder dem Octopinsynthase- 
Enhancers. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht die genetische Modifikation jedoch 
darin, dafi ein fremdes Nucleinsauremolekul in das Genom der Pflanzenzelle 
eingefuhrt wird, welches einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codiert. 

Der Begriff "transgen" bedeutet daher, da(i die erfindungsgemalie Pflanzenzelle 
mindestens ein fremdes Nucleinsauremolekul stabil in dem Genom integriert enthalt, 
vorzugsweise ein Nucleinsauremolekul, das einen plastidaren ADP/ATP- 
Translokator codiert. 

Unter dem Begriff "fremdes Nucleinsauremolekul" wird vorzugsweise ein 
Nucleinsauremolekul verstanden, das ein Protein mit der biologischen Aktivitat eines 
plastidaren ADP/ATP-Translokators codiert und das entweder naturlichenA^eise in 
entsprechenden Pflanzenzellen nicht vorkommt, oder das in der konkreten 
raumlichen Anordnung nicht naturlicherweise in den Pflanzenzellen vorkommt oder 
das an einem Ort im Genom der Pflanzenzelle lokalisiert ist, an dem es 
natiirlichenA/eise nicht vorkommt. Bevorzugt ist das fremde Nucleinsauremolekul ein 
rekombinantes Molekul, das aus verschiedenen Elementen besteht, dessen 
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Kombination oder spezifische raumiiche Anordnung naturlicherweise in pflanzlichen 
Zellen nicht auftritt. Die erfindungsgemafien transgenen Pflanzenzellen enthalten 
mindestens ein fremdes Nucleinsauremolekul, das ein Protein nnit der biologischen 
Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP-Translokators codiert, wobei dieses 
vorzugsweise mit regulatorisclien DNA-Elementen verknupft ist, die die 
Transkription in pflanzlichen Zellen gewahrieisten, insbesondere mit einenn 
Promoter. 

Prinzipiell kann das fremde Nucleinsauremolekul jedes beliebige 
Nucleinsauremolekul sein, das einen ADP/ATP-Translokator codiert, der nach 
Expression in der inneren Membran von Plastiden lokalisiert ist. Ein plastidSrer 
ADP/ATP-Translokator ist dabei ein Protein, das den Transport von ATP in die 
Plastiden hinein und von ADP aus den Plastiden heraus katalysiert. Bekannt sind 
solche Nucleinsauremolekule beispielsweise aus Arabidopsis thaliana (Kampfenkel 
et al., FEBS Lett. 374 (1995), 351-355; Genbank Acc. No. X94626 und Acc. No. 
Z49227) Oder aus Kartoffel (Genbank Acc. No. Y10821). Mit Hilfe dieser bekannten 
Nucleinsauremolekule ist es dem Fachmann moglich nach Standardverfahren, 
beispielsweise durch heterologes Screening, entsprechende Sequenzen aus 
anderen Organismen, insbesondere pflanzlichen zu isolieren. Es konnen 
insbesondere auch nicht-pflanzliche Nucleinsauremolekule verwendet werden, die 
einen ADP/ATP-Translokator codieren und die mit einer targeting-Sequenz 
verknupft sind, die die Lokaiisierung in der inneren Plastidenmembran gewahrleistet. 
So ist z. B. ein ADP/ATP-Translokator aus Rickettsia prowazekii bekannt 
(Williamson et at., Gene 80 (1989), 269-278) und aus Chlamydia trachomatis. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform codiert das fremde Nucleinsauremolekul 
einen plastidaren ADP/ATP-Translokator aus Arabidopsis thaliana, insbesondere 
das in Kampfenkel et al. (1995, a. a. O.) beschriebene Protein AATP1, 

Die erfindungsgemafien Zellen lassen sich von naturlicherweise vorkommenden 
Pflanzenzellen unter anderem dadurch unterscheiden, daft sie ein fremdes Nuclein- 
sauremolekul enthalten, das naturlicherweise in diesen Zellen nicht vorkommt oder 
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dadurch, dafi ein solches Molekul an einem Ort im Genom der Zelle integriert 
vorliegt, an dem es sonst nicht vorkommt. d.h. in einer anderen genomischen Um- 
gebung. Ferner lassen sich derartige erfindungsgemaBe transgene Pflanzenzellen 
von naturlichenA/eise vorkomnnenden Pflanzenzellen dadurch unterscheiden, dafi sie 
mindestens eine Kopie des fremden Nucleinsauremolekuls stabil integriert in ihr 
Genom enthalten, gegebenenfalls zusatzlich zu naturlicherweise in den Zellen 
vorkomnnenden Kopien eines solchen Molekuls. Handelt es sich bei dem (den) in die 
Zellen eingefiihrten Nuc!einsauremolekul(en) urn zusatzliche Kopien zu bereits 
naturlicherweise in den Zellen vorkommenden Molekulen, so lassen sich die 
erfindungsgemaflen Pflanzenzellen von naturlicherweise vorkommenden 
Pflanzenzellen insbesondere dadurch unterscheiden. dafi diese zusatzliche(n) 
Kopie(n) an Orten im Genom lokalisiert ist (sind), an denen sie naturlicherweise 
nicht vorkommt (vorkommen). Dies lafit sich beispielsweise mit Hilfe einer Southern 
Blot-Analyse nachprufen. 

Weiterhin lassen sich die erfindungsgemafien Pflanzenzellen von naturlicherweise 
vorkommenden Pflanzenzellen vorzugsweise durch mindestens eines der folgenden 
Merkmale unterscheiden: Ist das eingefuhrte Nucleinsauremolekul heterolog in 
Bezug auf die Pflanzenzelle, so weisen die transgenen Pflanzenzellen Transkripte 
der eingefuhrten Nucleinsauremolekule auf. Diese lassen sich z. B. durch Northern- 
Blot-Analyse nachweisen. Vorzugsweise enthalten die erfindungsgemaBen 
Pflanzenzellen ein Protein, das durch ein eingefuhrtes Nucleinsauremolekul codiert 
wird. Dies kann z. B. durch immunologische Methoden, insbesondere durch eine 
Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden. 

Ist das eingefuhrte Nucleinsauremolekul homolog in Bezug auf die Pflanzenzelle. 
konnen die erfindungsgemaden Zellen von naturlicherweise auftretenden Zellen 
beispielsweise aufgrund der zusatzlichen Expression der eingefuhrten fremden 
Nucleinsauremolekule unterschieden werden. Die transgenen Pflanzenzellen 
enthalten vorzugsweise mehr Transkripte der fremden Nucleinsauremolekule. Dies 
kann z. B. durch Northern Blot Analyse nachgewiesen werden. 
Der Begriff "genetisch modifiziert" bedeutet, dafi die Pflanzenzelle durch Einfuhrung 
eines fremden Nucleinsauremolekuls in ihrer genetischen Information verandert ist 
und dafi das Vorhandensein oder die Expression des fremden 
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Nucleinsauremolekuls zu einer phanotypischen Veranderung fuhrt. Phanotypische 
Veranderung bedeutet dabei vorzugsweise eine mefibare Veranderung einer Oder 
mehrerer Funktionen der Zellen. Beispielsweise zeigen die genetisch modifizierten 
erfindungsgennafien Pflanzenzellen aufgrund des Vorhandenseins Oder bei 
Expression des eingefuhrten Nucleinsauremolekuls eine Erhohung der Aktivitat 
eines plastidaren ADP/ATP-Translokators. 

Der Begriff "Erhohung der Aktivitat" bedeutet dabei im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung eine Erhohung der Expression eines plastidaren ADP/ATP-Translokator- 
Gens, eine Erhohung der Menge an plastidaren ADP/ATP-Transiokator-Protein und/ 
Oder eine Erhohung der Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP-Translokators in den 
Zellen. 

Die Erhohung der Expression kann beispielsweise bestimnnt werden durch Messung 
der Menge an ADP/ATP-Translokator codierenden Transkripten, z.B. durch 
Northern-Blot-Analyse. Eine Erhohung bedeutet dabei vorzugsweise eine Erhohung 

c 

der Menge an Transkripten inn Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch 
modifizierten Zellen urn mindestens 10%, bevorzugt um mindestens 20%, 
insbesondere um mindestens 50% und besonders bevorzugt um mindestens 75%. 
Die Erhohung der Menge an ADP/ATP-Translokator-Protein kann beispielsweise 
bestimmt werden durch Western-Blot-Analyse. Eine Erhohung bedeutet dabei 
vorzugsweise eine Erhohung der Menge an ADP/ATP-Translokator-Protein im 
Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Zellen um mindestens 
10%, bevorzugt um mindestens 20%, insbesondere um mindestens 50% und 
besonders bevorzugt um mindestens 75%. 

Die Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators lalit sich beispielsweise 
bestimmen. indem Plastiden aus entsprechendem Gewebe isoliert werden und die 
V^ax-VVerte des ATP-lmports mittels der SilikonOlfiltrationsmethode bestimmt 
werden. Die Reinigung verschiedener Plastidentypen ist z. B. beschrieben in 
Neuhaus et al. (Biochem J. 296 (1993), 395-401). Die Silikonolfiltrationsmethode ist 
z. B. beschrieben in Quick et al. (Plant Physiol. 109 (1995). 113-121). 
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Es wurde uberraschenderweise gefunden. daft bei Pflanzen, die derartige 
Pflanzenzellen mit erhohter Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators 
enthalten, der Ertrag an Inhaltsstoffen und/oder Biomasse zu entsprechenden nicht 
modifizierten Wildtyp-Pflanzen erhoht ist. Es wurde beispielsweise gefunden, da(i in 
erfindungsgemafien Pflanzen der Olgehalt und/oder der Starkegehalt im Vergleich 
zu entsprechenden nicht modifizierten Wildtyp-Pflanzen erhoht ist und/oder dafi 
auch der Amylosegehalt dieser Starken inn Vergleich zu entsprechenden nicht 
modifizierten Wildtyp-Pflanzen erhoht ist. 

Der Begriff "Wildtyp-Pflanze" bedeutet dabei, dafi es sich um Pflanzen handeit. die 
als Ausgangsmaterial fur die Herstellung der beschriebenen Pflanzen dienten, d.h. 
deren genetische Information, abgesehen von der eingefiihrten genetischen 
Modifikation, der einer erfindungsgemaden Pflanze entspricht. 
Der Begriff "erhohter Ertrag" bedeutet dabei, daft der Gehalt an Inhaltsstoffen, 
vorzugsweise an Starke Oder Ol in erfindungsgemaRen Pflanzenzellen um 
mindestens 10%, bevorzugt um mindestens 20%, besonders bevorzugt um 
mindestens 30% und insbesondere um mindestens 40% im Vergleich zu 
Pflanzenzellen von nicht modifizierten Wildtyp-Pflanzen erhoht ist. 
Der Begriff "erhohter Starkegehalt" bedeutet dabei, da(i der Gehalt an Starke in 
erfindungsgemafien Pflanzenzellen um mindestens 10%, bevorzugt um mindestens 
20%, besonders bevorzugt um mindestens 30% und insbesondere um mindestens 
40% im Vergleich zu Pflanzenzellen von nicht modifizierten Wildtyp-Pflanzen erhoht 
ist. 

Die Bestimmung des Starkegehalts erfolgt dabei nach den in den angefugten 
Beispielen beschriebenen Methoden. 

Der Begriff "erhohter Amylosegehalt" bedeutet dabei, dafi der Amylosegehalt der in 
den erfindungsgemafien Pflanzenzellen synthetisierten Starke um mindestens 10%, 
bevorzugt um mindestens 20%, besonders bevorzugt um mindestens 30% und 
insbesondere um mindestens 40% im Vergleich zu Pflanzenzellen von nicht 
modifizierten Wildtyp-Pflanzen erhoht ist. 

Die Bestimmung des Amylosegehalts erfolgt dabei nach den in den angefugten 
Beispielen beschriebenen IVIethoden. 
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Wie oben erwahnt ist der plastidare ADP/ATP-Translokator ein Transportprotein. 
das in der inneren Membran von Plastiden lokalisiert ist (Heldt et al., FEBS Lett, 5 
(1969), 11-14; Pozueta-Romero et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88 (1991), 5769- 
5773; Neuhaus, Plant Physiol. 101 (1993) 573-578; Schunennann et al.. Plant 
Physiol. 103 (1993), 131-137) und das den Transport von ATP in die Plastiden 
hinein und von ADP aus den Plastiden hinaus katalysiert. Somit sorgt der plastidare 
ADP/ATP-Translokator fur die Versorgung des Stromas mit cytosolischem ATP. 
Kampfenkei et al. (FEBS Lett. 374 (1995). 351-355) isolierten erstmals eine cDNA, 
die einen ADP/ATP-Translokator (AATP1) aus Arabidopsis thaliana codiert 
(Neuhaus et al., Plant J. 11 (1997), 73-82) und die eine grofle Ahnlichkeit (66.2 % 
Ahnlichkeit) zum ADP/ATP-Translokator des Gram-negativen Bakteriums Rickettsia 
prowazekii aufweist. Die AATPI-cDNA aus A. thaliana codiert ein stark hydrophobes 
Protein bestehend aus 589 Aminosauren, das 12 potentielle Transmembranhelices 
aufweist (Kampfenkei et al., FEBS Lett, 374 (1995), 351-355). Diese cDNA konnte in 
Backerhefe und E. coli funktional exprimiert werden. Nach Extraktion des Proteins 
und Rekonstitution in Proteoliposomen konnte eine Steigerung der ATP- 
Transportrate festgestellt werden (Neuhaus et al., Plant J. 11 (1997), 73-82). Mit 
Hilfe von Antikorpern gegen ein Peptidfragment des AATP1 aus A. thaliana konnte 
gezeigt werden, dad der ADP/ATP-Translokator AATP1 in der inneren 
Chloroplastenhullmembran lokalisiert ist (Neuhaus et al.. Plant J. 1 1 (1997), 73-82). 
Die Funktion des plastidaren ADP/ATP-Translokators fur den pflanzlichen 
Stoffwechsel konnte bisher nicht eindeutig geklart werden. Verschiedene 
Funktionen wurden in Erwagung gezogen, wie z. B., da(i die Versorgung des 
Stromas mit cytosolischem ATP einen EinfluB auf den Import von Proteinen in den 
Plastiden hinein, auf die Aminosaurebiosynthese, den Fettsauremetabolismus oder 
auf den Starkemetabolismus haben konnte (Flugge und Hinz, Eur. J. Biochem. 160 
(1986), 563-570; Tetlow et al., Planta 194 (1994), 454-460; Hill and Smith, Planta 
185 (1991), 91-96; Kleppinger-Sparace et al.. Plant Physiol. 98 (1992). 723-727). 
DaB eine Steigerung der Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators zu einer 
Erhohung des Starkegehalts in entsprechenden transgenen Pflanzen fuhrt, war 
jedoch vollig uberraschend, Ebenso uberraschend ist es, dafi die Steigerung der 
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Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators Auswirkungen auf die molekulare 
Zusammensetzung der erzeugten Starke hat. So weist beispielsweise Starke aus 
Knollen erfindungsgema(ier Kartoffelpflanzen einen erhohten Amylosegehalt auf im 
Vergleich zu Starken aus Knollen nicht-transformierter Kartoffelpflanzen. 
Bisher wurde angenommen, dafi die molekularen Eigenschaften von Starken 
ausschlieftlich durch die Wechselwirkung von starkesynthetisierenden Enzymen 
bestimnnt werden, wie z.B. der Verzweigungsenzyme (E.G. 2.4.1.18). der 
Starkesynthasen (E.G. 2.4.1.21) und der ADP-Glucosepyrophosphorylase (E.G. 
2.7.7.27). Dafi die Expression eines plastidaren Transportproteins einen Einfluli auf 
die Struktur der Starke hat, ist dagegen vollig uberraschend. 

Die erfindungsgemaBen Pflanzenzellen konnen aus jeder beliebigen 
Pflanzenspezies stammen, d.h. sowohl aus nnonokotylen als auch aus dikotylen 
Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich urn Pflanzenzellen aus landwirtschaftlichen 
Nutzpflanzen, d.h. aus Pflanzen, die vom Menschen kultiviert werden fur Zwecke 
der Ernahrung oder fur technische, insbesondere industrielle Zwecke. Allgennein 
bevorzugt sind Pflanzenzellen aus 61- und/oder starkesynthetisierenden bzw. ol- 
und/oder starkespeichernden Pflanzen. Vorzugsweise betrifft die Erfindung sonnit 
Pflanzenzellen aus starkesynthetisierenden bzw. starkespeichernden Pflanzen, wie 
z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste, Hafer, Weizen, Hirse, Sago etc.), Reis, Erbse, 
Mais. Markerbse, Maniok, Kartoffel, Raps, Sojabohne, Hanf, Flachs, Sonnenblume, 
Oder Gemusearten (Tomate, Chicoree. Gurken, Salat etc.). Bevorzugt sind 
Pflanzenzellen aus Kartoffel, Sonnenblume, Sojabohne, Reis. Besonders bevorzugt 
sind Pflanzenzellen aus Mais. Weizen, Raps und Reis, 

Ferner sind Gegenstand der Erfindung transgene Pflanzen, die die oben 
beschriebenen transgenen Pflanzenzellen enthalten. Derartige Pflanzen konnen 
beispielsweise durch Regeneration aus erfindungsgemalien Pflanzenzellen erzeugt 
werden. Bei den transgenen Pflanzen kann es sich prinzipiell urn Pflanzen jeder 
beliebigen Pflanzenspezies handein, d.h. sowohl monokotyle als auch dikotyle 
Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich urn Nutzpflanzen, d.h. Pflanzen. die vom Men- 
schen kultiviert werden fur Zwecke der Ernahrung oder fur technische, insbesondere 
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industrielle Zwecke. Dies konnen 61- und/oder starkesynthesisierende bzw. ol- 
und/oder starkespeichernde Pflanzen sein. Vorzugsweise betrifft die Erfindung 
Pflanzen, wie z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste, Hafer, Weizen, Hirse, Sago etc.). 
Reis, Erbse, Mais, Markerbse, Maniok, Kartoffel. Raps. Sojabohne, Hanf. Flachs, 
Sonnenblume oder Gemusearten (Tomate, Chicoree, Gurken, Salat etc.). Bevorzugt 
sind Kartoffel. Sonnenblume, Sojabohne. Reis. Besonders bevorzugt sind Mais, 
Weizen, Raps und Reis. 

Wie vorstehend ausgefuhrt, wurde uberraschendenA/eise gefunden, dafi bei 
starkespeichernden Pflanzen. die erfindungsgemafie Pflanzenzellen mit erhohter 
Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators enthalten, der Starkegehalt inn 
Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen erhoht 1st und/oder da(i auch der Amylosgehalt dieser 
Starken im Vergleich zu entsprechenden nicht nnodifizierten Wildtyp-Pflanzen erhoht 
ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung somit auch 
starkespeichernde Pflanzen. die die erfindungsgemafien Pflanzenzellen enthalten 
und die im Vergleich zu entsprechenden nicht modifizierten Wildtyp-Pflanzen einen 
erhohten Starkegehalt und/oder einen erhohten Amylosegehalt dieser Starke im 
Vergleich zu entsprechenden nicht modifizierten Wildtyp-Pflanzen aufweisen. 
Der Begriff "starkespeichernde Pflanzen" umfafSt alle Pflanzen mit 
starkespeichernden Geweben. wie z.B. Mais. Weizen. Reis, Kartoffel, Roggen. 
Gerste, Hafer. Bevorzugt sind Reis, Gerste und Kartoffel. Besonders bevorzugt sind 
Mais und Weizen. 

Eine Erhohung des "Ertrags" ("erhohter Ertrag"), eine Erhohung des Starkegehalts 
("erhohter Starkegehalt"), eine Erhohung des Amylosegehalts ("erhohter 
Amylosegehalt") und der Begriff "Wildtyp-Pflanze" werden dabei wie bereits oben 
definiert verstanden und werden auch fur die folgenden Ausfuhrungsformen der 
Erfindung in diesem Sinne verwendet. Der Begriff " erhohter Ertrag" bedeutet dabei 
vorzugsweise eine Erhohung der Produktion an Inhaltsstoffen und/oder Biomasse, 
insbesondere. wenn diese am Frischgewicht pro Pflanze gemessen wird. 
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Eine derartige Erhohung des Ertrags bezieht sich vorzugsweise auf emtebare 
Pflanzenteile wie Samen, Fruchte. Speicherwurzeln. Wurzein Knollen, Bluten, 
Knospen, Sprosse, Stamme oder Holz. 

Die Erhohung des Ertrags betragt erfindungsgemali mindestens 3 %, bezogen auf 
die Biomasse und/oder Inhaltsstoffe. im Vergleich zu entsprechenden nicht- 
transformierten Pflanzen desselben Genotyps, wenn diese unter densetben 
Bedingungen kultiviert werden, bevorzugt mindestens 10 %, besonders bevorzugt 
mindestens 20 % und insbesondere bevorzugt mindestens 30 % oder gar 40% im 
Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen. 

Derartige erfindungsgemafie Pflanzen besitzen beispielsweise gegenuber anderen 
Pflanzen, die Starken mit erhohtem Amylosegehalt synthetisieren, wie z.B. den 
amylose-extender- und den di///-Mutanten von Mais, den Vorteil, dafi sie neben 
einem erhohten Amylosegehalt keinen verringerten, sondern sogar einen erhohten 
Starkegehalt aufweisen. 

Ferner sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung olspeichernde Pflanzen, die die 
erfindungsgemaften Pflanzenzellen enthalten und die im Vergleich zu 
entsprechenden nicht modifizierten Wildtyp-Pflanzenzellen, vorzugsweise in Zellen 
olspeichernder Gewebe, einen erhohten Olgehalt aufweisen. 

Der Begriff "olspeichernde Pflanzen" umfalit alle Pflanzen, die Ol speichern konnen, 
wie z.B. Raps, Canola, Sojabohne, Sonnenblume, Mais, Erdnuli, Weizen, 
Baumwolle, Olpalmen, Olivenbaume und Avocado. Bevorzugt sind Mais, Weizen 
und Sojabohne. Besonders bevorzugt sind Raps und Canola. 

Der Begriff "erhohter Olgehalt" bedeutet dabei, dali der Gehalt an Ol in 
erfindungsgemalien Pflanzenzellen um mindestens 10% bevorzugt um mindestens 
20%. besonders bevorzugt um mindestens 30% und insbesondere um mindestens 
40% im Vergleich zu Pflanzenzellen von nicht-modifizierten Wildtyp-Pflanzen erhoht 
ist. 

Methoden zur Bestimmung des Olgehalts sind dem Fachmann bekannt und 
beispielsweise beschrieben bei Matthaeus und Bruehl, GIT Labor-Fachz, 43 (1999), 
151-152, 154-155; Matthaeus, Laborpraxis 22 (1998), 52-55. Die Bestimmung des 
Olgehalts kann auch durch nichtinvasive Nahinfrarotspektroskopie erfolgen. Es 
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handelt sich hierbei urn eine (gangige zuchterische) Analysenmethode, die 
beispielsweise beschrieben wurde bei: Schuiz et al.. J. Near Infrared Spectrosc. 6 
(1998), A125-A130; Starr et al., J. Agric. Sci. 104 (1985). 317-323. 



Pflanzen, die eine erhohte Konzentration an Ol aufweisen sind von groliem 
kommerziellen Interesse. Maispflanzen beispielsweise, deren Korner neben einem 
hohen Gehalt an Starke einen erhohten Gehalt am Nebenprodukt Ol aufweisen, 
sind fur die "wet milling industry" von groflem Interesse, weil das Nebenprodukt 
einen hohen Wert besitzt. Auch die Futtermittelindustrie interessiert sich ftir 
Futterpflanzen mit erhohtem Olgehalt, weil solche Pflanzen einen erhohten Nahrwert 
aufweisen. Fur die Olpflanzen-verarbeitende Industrie bedeutet eine Steigerung des 
Olgehalts eine Steigerung der Effizienz des Olextraktionsprozesses. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung transgener 
Pflanzen, die einen erhohten Ertrag im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen aufweisen, 
wobei 

(a) eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durch die Einfuhrung eines 
fremden Nucleinsauremolekuls und die genetische Modifikation zur Erhohung 
der Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP-Transiokators fuhrt; und 

(b) aus der Zelle eine Pflanze regeneriert wird; und gegebenenfalls 

(c) aus der Pflanze nach (b) weitere Pflanzen erzeugt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung transgener 
Pflanzen, die einen erhohten Starkegehalt im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen 
aufweisen und/oder deren Starke einen erhohten Amylosegehalt im Vergleich zu 
entsprechenden Wildtyp-Pflanzen aufweist. wobei 

(a) eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durch die Einfuhrung eines 
fremden Nucleinsauremolekuls und die genetische Modifikation zur Erhohung 
der Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP-Translokators fuhrt; und 

(b) aus der Zelle eine Pflanze regeneriert wird; und gegebenenfalls 

(c) aus der Pflanze nach (b) weitere Pflanzen erzeugt werden. 
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Ferner ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur Herstellung 
transgener Pflanzen, die einen erhohten Olgehalt im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen 
aufweisen, wobei 

(a) eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durch die Einfuhrung eines 
fremden Nucleinsauremolekuls und die genetische Modifikation zur Erhohung 
der Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP-Translokators fuhrt; und 

(b) aus der Zelle eine Pflanze regeneriert wird; und gegebenenfalls 

(c) aus der Pflanze nach (b) weitere Pflanzen erzeugt werden. 

Fur die laut Schritt (a) in die Pflanzenzelle eingefuhrte Modifikation gilt dasselbe. 
was bereits oben im Zusammenhang mit den erfindungsgema/ien Pflanzenzellen 
und Pflanzen eriautert wurde. 

Die Regeneration der Pflanzen gemafi Schritt (b) kann nach dem Fachmann 
bekannten Methoden erfolgen. 

Die Erzeugung weiterer Pflanzen gennafi Schritt (c) der erfindungsgemaRen 
Verfahren kann z.B. erfolgen durch vegetative Vermehrung (beispielsweise uber 
Steckiinge, Knollen oder uber Calluskultur und Regeneration ganzer Pflanzen) oder 
durch sexuelle Vermehrung. Die sexuelle Venmehrung findet dabei vorzugsweise 
kontrolliert statt, d.h. es werden ausgewahlte Pflanzen mit bestimmten 
Eigenschaften miteinander gekreuzt und vermehrt. 

Die voriiegende Erfindung betrifft auch die durch das erfindungsgemalie Verfahren 
erhaltlichen Pflanzen. 

Die voriiegende Erfindung betrifft auch Vermehrungsmaterial erfindungsgemaRer 
Pflanzen sowie der gemaR den erfindungsgemalSen Verfahren hergestellten 
transgenen Pflanzen, das erfindungsgemalie genetisch modifizierte Zellen enthalt. 
Der Begriff Vermehrungsmaterial umfafit dabei jene Bestandteile der Pflanze, die 
geeignet sind zur Erzeugung von Nachkommen auf vegetativem oder sexuellem 
Weg. Fur die vegetative Vermehrung eignen sich beispielsweise Stecklinge, 
Calluskulturen, Rhizome oder Knollen. Anderes Vermehmngsmaterial umfaRt 
beispielsweise Fruchte. Samen, Samlinge. Protoplasten, Zellkulturen, etc. 
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Vorzugsweise handelt es sich bei dem Vermehrungsmaterial um Knollen, besonders 
bevorzugt Samen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung von 
Nucleinsauremolekulen. die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren, zur 
Herstellung von transgenen Pflanzen mit einem im Vergleich zum Wildtyp-Pflanzen 
erhohten Ertrag. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung von 
Nucleinsauremolekulen, die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren. zur 
Herstellung von Pflanzen mit einem im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen erhohten 
Starkegehalt in starkesynthetisierenden und/oder -speichernden Geweben. oder zur 
Herstellung von Pflanzen, die eine Starke synthetisieren, die im Vergleich zu Starke 
aus Wildtyp-Pflanzen einen erhohten Amylosegehatt aufweist. Bevorzugt werden 
dabei die oben im Zusammenhang mit den erfindungsgemalien Zellen genannten 
Nucleinsauremolekule verwendet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung von 
Nucleinsauremolekulen, die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren, zur 
Herstellung von transgenen Pflanzen mit einem Vergleich zum Wildtyp-Pflanzen 
erhohten Olgehalt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner transgene Pflanzenzellen, die genetisch 
modifiziert sind, wobei die genetische Modifikation zur Verringerung der Aktivitat 
eines endogen in der Pfianzenzelle vorkommenden plastidaren ADP/ATP- 
Translokators filhrt im Vergleich zu nicht genetisch modifizierten Pflanzenzellen 
entsprechender Wildtyp-Pflanzen. 

Der Begriff "transgen" bedeutet in diesem Zusammenhang. dafi die 
erfindungsgemafien Pflanzenzellen aufgrund einer genetischen Modifikation, 
insbesondere der Einfuhrung eines fremden Nucleinsauremolekuls in ihrer 
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genetischen Information von entsprechenden nicht genetisch nnodifizierten 
Pflanzenzellen abweichen. 

Der Begriff "genetisch modifiziert" bedeutet dabei in diesem Zusamnnenhang, da(i 
die Pflanzenzelle durch Einfuhmng eines fremden Nucleinsauremolekuls in ihrer 
genetischen Information verandert ist und dali das Vorhandensein oder die 
Expression des fremden Nucleinsauremolekuls zu einer phanotypischen 
Veranderung fuhrt. Phanotypische Veranderung bedeutet dabei vorzugsweise eine 
melibare Veranderung einer oder mehrerer Funktionen der Zellen. Beispielsweise 
zeigen genetisch modifizierten erfindungsgemalien Pflanzenzellen eine 
Verringerung der Aktivitat eines plastidaren ADP/ATP- Translokators. 

Die Herstellung derartiger erfindungsgemalier Pflanzenzellen mit einer verringerten 
Aktivitat eines ADP/ATP-Translokators kann durch verschiedene, dam Fachmann 
bekannte Verfahren erzielt werden, z. B. durch solche, die zu einer Inhibierung der 
Expression endogener Gene fuhren, die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator 
codieren. Hierzu zahlen beispielsv^eise die Expression einer entsprechenden anti- 
sense-RNA, die Expression einer sense-RNA zur Erzielung eines Cosuppressions- 
effektes, die Expression eines entsprechend konstruierten Ribozyms, das spezifisch 
Transkripte spaltet, die einen ADP/ATP-Translokator codieren, oder die sogenannte 
"in-vivo Mutagenese". 

Vorzugsweise wird zur Reduzierung der Aktivitat eines ADP/ATP-Translokators in 
den erfindungsgemalien Zellen eine antisense-RNA exprimiert. 
Hierzu kann zum einen ein DNA-Molekul vervA/endet werden, das die gesamte einen 
ADP/ATP-Translokator codierende Sequenz einschliefilich eventuell vorhandener 
flankierender Sequenzen umfafit, als auch DNA-Molekule, die nur Teile der co- 
dierenden Sequenz umfassen, wobei diese Teile lang genug sein mussen, um in 
den Zellen einen antisense-Effekt zu bewirken. Es konnen im allgemeinen 
Sequenzen bis zu einer Mindestlange von 15 bp, vorzugsweise einer Lange von 
100-500 bp, fur eine effizlente antisense-lnhibition insbesondere Sequenzen mit 
einer Lange uber 500 bp verwendet werden. In der Regel werden DNA-Molekule 
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verwendet. die kurzer als 5000 bp, vorzugsweise Sequenzen, die kurzer als 2500 bp 
sind. 

Moglich ist auch die Verwendung von DNA-Sequenzen, die einen hohen Grad an 
Homologie zu den endogenen in der Pflanzenzelle vorkommenden Sequenzen 
haben, die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren. Die nnininnale 
Homologie sollte groRer als ca. 65 % sein. Die Ven/vendung von Sequenzen mit 
Homologien zwisclien 95 und 100 % ist zu bevorzugen. 

Aiternativ kann die Verringerung der ADP/ATP-Translokator-Aktivitat in den 
erfindungsgemaflen Pflanzenzellen auch durch einen Cosuppressionseffekt 
erfolgen. Das Verfahren ist dem Fachmann bekannt und ist beispielsweise 
beschrieben in Jorgensen (Trends Biotechnol. 8 (1990), 340-344). Niebel et al. 
(Curr. Top, Microbiol. Immunol. 197 (1995), 91-103), Flavell et al. (Curr. Top. 
Microbiol. Immunol. 197 (1995). 43-46). Palaqui und Vaucheret (Plant. Mol. Biol. 29 
(1995), 149-159). Vaucheret et al. (Mol. Gen. Genet. 248 (1995), 311-317), de 
Borne et al. (Mol. Gen. Genet. 243 (1994), 613-621) und anderen Quellen. 

Die Expression von Ribozymen zur Verringerung der Aktivitat von bestimmten 
Proteinen in Zellen ist dem Fachmann ebenfalls bekannt und ist beispielsweise 
beschrieben in EP-B1 0 321 201. Die Expression von Ribozymen in pflanzlichen 
Zellen wurde z. B. beschrieben in Feyter et al. (Mol. Gen. Genet, 250 (1996), 329- 
338). 

Ferner kann die Verringerung der ADP/ATP-Translokator-Aktivitat in den 
erfindungsgemaiien Pflanzenzellen auch durch die sogenannte "in vivo- 
Mutagenese" erreicht werden, bei der durch Transformation von Zellen ein hybrides 
RNA-DNA-Oligonucleotid ("Chimeroplast") in Zellen eingefuhrt wird (Kipp, P.B. et al., 
Poster Session beim " 5*^ International Congress of Plant Molecular Biology, 21.-27. 
September 1997. Singapore; R. A. Dixon und C.J. Arntzen, Meeting report zu 
"Metabolic Engineering in Transgenic Plants", Keystone Symposia. Copper 
Mountain, CO, USA. TIBTECH 15 (1997). 441-447; Internationale Patentanmeldung 
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WO 95/15972; Kren et al.. Hepatology 25 (1997). 1462-1468; Cole-Strauss et al., 
Science 273 (1996), 1386-1389). 

Ein Teil der DNA-Komponente des RNA-DNA-Oligonucleotids ist homolog zu einer 
Nucleinsauresequenz eines endogenen ADP/ATP-Translokators, weist jedoch im 
Vergleich zur Nucleinsauresequenz des endogenen ADP/ATP-Translokators eine 
Mutation auf oder enthalt eine heterologe Region, die von den homologen Regionen 
umschlossen ist. 

Durch Basenpaarung der homologen Regionen des RNA-DNA-Oligonucleotids und 
des endogenen Nucleinsauremolekuls, gefolgt von homologer Rekombination kann 
die in der DNA-Komponente des RNA-DNA-Oligonucleotids enthaltene Mutation 
Oder heterologe Region in das Genom einer Pflanzenzelle ubertragen werden. Dies 
fuhrt zu einer Verringerung der Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher insbesondere auch transgene 
Pflanzenzellen, 

(a) die ein DNA-Molekul enthalten, das zur Synthese einer antisense RNA fuhren 
kann, welche eine Verringerung der Expression von endogenen Genen, die 
einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren, bewirkt; und/oder 

(b) die ein DNA-Molekul enthalten, das zur Synthese einer Cosuppressions-RNA 
fuhren kann, welche eine Verringerung der Expression von endogenen 
Genen. die einen ADP/ATP-Translokator codieren, bewirkt; 

(c) die ein DNA-Molekul enthalten, das zur Synthese eines Ribozyms fuhren 
kann, welches spezifisch Transkripte von endogenen Genen, die einen 
ADP/ATP-Translokator codieren. spalten kann; und/oder 

(d) die aufgrund einer in vivo-Mutagenese eine Mutation oder eine Insertion einer 
heterologen DNA-Sequenz in mindestens einem endogenen, einen 
plastidaren ADP/ATP-Translokator codierenden Gen aufweisen, wobei die 
Mutation oder Insertion eine Verringerung der Expression des Gens bewirkt. 
Oder die Synthese eines inaktiven Transportermolekuls. 

Der Begriff 'Verringerung der Aktivitat" bedeutet im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung eine Verringerung der Expression endogener Gene, die einen ADP/ATP- 
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Translokator codieren, eine Verringerung der Menge an ADP/ATP-Translokator- 
Protein in den Zellen und/ oder eine Verringerung der biologischen Aktivitat des 
ADP/ATP-Translokator-Proteins in den Zellen. 

Die Verringerung der Expression kann beispielsweise bestimmt werden durch 
Messung der Menge an ADP/ATP-Translokator codierenden Transkripten, z.B. 
durch Northern-Blot-Analyse. Eine Verringerung bedeutet dabei vorzugsweise eine 
Verringerung der Menge an Transkripten im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Zellen urn mindestens 30%, bevorzugt um mindestens 50%, 
insbesondere um mindestens 70%. besonders bevorzugt um mindestens 85% und 
ganz besonders bevorzugt um mindestens 95%. 

Die Verringerung der Menge an ADP/ATP-Translokator-Protein kann beispielsweise 
bestimmt werden durch Western-Blot-Analyse. Eine Verringerung bedeutet dabei 
vorzugsweise eine Verringerung der Menge an ADP/ATP-Translokator-Protein im 
Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten Zellen um mindestens 
30%, bevorzugt um mindestens 50%, insbesondere um mindestens 70%, besonders 
bevorzugt um mindestens 85% und ganz besonders bevorzugt um mindestens 95%. 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, dafi bei Pflanzenzellen, bei denen die 
Expression und somit die Aktivitat des plastidaren ADP/ATP-Translokators 
verringert ist, der Starkegehalt im Vergleich zu entsprechenden nicht modifizierten 
Pflanzenzellen aus Wildtyp-Pflanzen verringert ist und dafi auch der Amylosegehalt 
dieser Starken im Vergleich zu entsprechenden nicht modifizierten Pflanzenzellen 
aus Wildtyp-Pflanzen verringert ist. Insbesondere die Tatsache, dafl die Starken der 
erfindungsgemafien Pflanzen eine veranderte Zusammensetzung besitzen, ist 
uberraschend, well bisher angenommen wurde, da(i die molekularen Eigenschaften 
von Starken ausschlielilich durch die Wechselwirkung von starkesynthetisierenden 
Enzymen bestimmt werden, wie z.B. der Verzweigungsenzyme (E.G. 2.4.1.18) und 
der Starkesynthasen (E.G. 2.4.1.21). Dafi die Expression eines plastidaren 
Transportproteins einen Einflufi auf die Struktur der Starke hat. ist vollig 
uberraschend. 

Der Begriff "verringerter Starkegehalt" bedeutet im Zusammenhang mit der 
vorliegenden Erfindung, da(i der Gehalt an Starke in erfindungsgemalien 
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Pflanzenzellen urn mindestens 15%, bevorzugt urn mindestens 30%. besonders 
bevorzugt um mindestens 40% und insbesondere um mindestens 50% Im Vergleich 
2u Pflanzenzellen von nicht modifizierten Pflanzen Wildtyp-Pflanzen verringert ist. 
Die Bestlmmung des Starkegehalts erfolgt dabei nach den in den Beispielen 
beschriebenen Methoden. 

Der Begrlff "verringerter Amylosegehalt" bedeutet dabei, dali der Gehalt an Amylose 
in den erfindungsgemSlien Pflanzenzellen um mindestens 10%, bevorzugt um 
mindestens 20%, besonders bevorzugt um mindestens 30% und insbesondere um 
mindestens 40% im Vergleich zu Pflanzenzellen von nicht modifizierten Pflanzen 
Wildtyp-Pflanzen verringert ist. Die Bestimmung des Amylosegehalts erfolgt dabei 
nach den in den Beispielen beschriebenen Methoden. 
Der Begriff "Wildtyp-Pflanze" ist dabei wie oben definiert zu verstehen. 

Die erfindungsgemafien Pflanzenzellen konnen aus jeder beliebigen 
Pflanzenspezies stammen, d.h. sowohl aus monokotylen als auch aus dikotylen 
Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich um Pflanzenzellen aus landwirtschaftlichen 
Nutzpflanzen, d.h. aus Pflanzen, die vom Menschen kultiviert werden fur Zwecke 
der Emahrung oder fur technische, insbesondere industrielle Zwecke. Vorzugsweise 
betrifft die Erfindung somit Pflanzenzellen aus starkesynthetisierende bzw. 
starkespeichernde Pflanzen, wie z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste, Hafer, 
Weizen, HIrse, Sago etc.), Reis. Erbse, Mais, Markerbse, Maniok, Kartoffel, Tomate, 
Raps, Sojabohne, Hanf, Flachs, Sonnenblume, Kuherbse oder Arrowroot. 
Besonders bevorzugt sind Pflanzenzellen aus Kartoffel. 

Ferner sind Gegenstand der Erfindung trangene Pflanzen, die die oben 
beschriebenen transgenen Pflanzenzellen enthalten. Derartige Pflanzen konnen 
durch Regeneration aus erfindungsgemalien Pflanzenzellen erzeugt werden. Bei 
den transgenen Pflanzen kann es sich prinzipiell um Pflanzen jeder beliebigen 
Pflanzenspezies handein, d.h. sowohl monokotyle als auch dikotyle Pflanzen. 
Bevorzugt handelt es sich um Nutzpflanzen, d.h. Pflanzen, die vom Menschen kulti- 
viert werden fur Zwecke der Emahrung oder fur technische. insbesondere 
industrielle Zwecke. Vorzugsweise sind dies starkesynthetisierende bzw. 
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starkespeichernde Pflanzen, wie z.B. Getreidearten (Roggen, Gerste, Hafer. 
Weizen, Hirse, Sago etc.), Reis, Erbse, Mais, Markerbse, Maniok. Kartoffel, Tomate, 
Raps, Sojabohne, Hanf. Flachs, Sonnenblume, Kuherbse Oder Arrowroot. 
Besonders bevorzugt ist Kartoffel. 

Derartige erfindungsgemaBe Pflanzen synthetisieren eine Starke die im Vergleich 
zur Starke aus entsprechenden Wildtyp-Pflanzen einen verringerten Amylosegehalt 
aufweist. Die Begriffe "Verringerung des Amylosegehalts" und "Wildtyp-Pflanzen" 
Bind dabei wie oben beschrieben definiert. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Herstellung 
transgener Pflanzen, deren Starke einen verringerten Amylosegehalt im Vergleich 
zu Starke aus entsprechenden Wildtyp-Pflanzen aufweist, wobei 

(a) eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durch die Einfiihrung eines 
fremden Nucleinsauremolekuls und die genetische Modifikation zur 
Verringerung der Aktivitat eines endogen in pflanzlichen Zellen 
vorkommenden plastidaren ADP/ATP-Translokators fuhrt; und 

(b) aus der Zelle gemafi Schritt (a) hergesteilten eine Pflanze regeneriert wird; 
und 

(c) aus der gemaB Schritt (b) erzeugten Pflanze gegebenenfalls weitere Pflanzen 
erzeugt werden. 

Fur die laut Schritt (a) in die Pflanzenzelle eingefuhrte Modifikation gilt dasselbe, 
was bereits oben im Zusammenhang mit den erfindungsgemalien Pflanzenzellen 
und Pflanzen eriautert wurde. 

Die Regeneration der Pflanzen gemafi Schritt (b) kann nach dem Fachmann 
bekannten Methoden erfolgen. 

Die Erzeugung weiterer Pflanzen gemafi Schritt (c) der erflndungsgemalien 
Verfahren kann z.B. erfolgen durch vegetative Vermehrung (beispielsweise uber 
Stecklinge, Knollen oder uber Calluskultur und Regeneration ganzer Pflanzen) oder 
durch sexuelle Vermehrung. Die sexuelle Vermehrung findet dabei vorzugsweise 
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kontrolliert statt. d.h. es werden ausgewahlte Pflanzen mit bestlmmten 
Eigenschaften miteinander gekreuzt und vermehrt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die erfindungsgemaden Verfahren zur 
Erzeugung transgener Kartoffeipflanzen venvendet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die durch das erfindungsgemalie Verfahren 
erhaltlichen Pflanzen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch Vermehrungsmaterial erfindungsgemaBer 
Pflanzen sowie der gemaft den erfindungsgemaiien Verfahren hergestellten 
transgenen Pflanzen, das erfindungsgemaBe genetisch modifizlerte Zellen enthalt. 
Der Begriff Vermehrungsmaterial umfalit dabei jene Bestandteile der Pflanze, die 
geeignet sind zur Erzeugung von Nachkommen auf vegetativem oder sexuellem 
Weg. Ftir die vegetative Vermehrung eignen sich beispielsweise Stecklinge, 
Calluskulturen, Rhizome oder Knollen. Anderes Vermehrungsmaterial umfafti 
beispielsweise FrCichte. Samen, Samlinge, Protoplasten, Zellkulturen. etc. 
Vorzugsweise handelt es sich bei dem Vermehrungsmaterial um Samen und 
besonders bevorzugt um Knollen. 

Femer betrifft die vorliegende Erfindung die Ven«/endung von 
Nucleinsauremolekulen, die einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codieren. von 
deren Komplementen oder von Teilen solcher Molekule zur Herstellung von 
Pflanzen, die eine StSrke mit im Vergleich zu Starke aus Wiidtyp-Pflanzen 
ven-ingerten Amylosegehalt synthetisieren. Hierfur kommen bevorzugt die 
Nucleinsauremolekule in Betracht. die oben im Zusammenhang mit 
erfindungsgemaften Pflanzenzellen. die eine erhfihte ADP/ATP-Translokatoraktivitat 
aufweisen, genannt wurden. 

Fur die Einfuhrung von DNA in eine pflanzliche Wirtszelle stehen eine Vielzahl von 
Techniken zur Verfugung. Diese Techniken umfassen die Transformation 
pflanzlicher Zellen mit T-DNA unter Verwendung von Agrobakterium tumefaciens 
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Oder Agrobacterium rhizogenes als Transformationsmittel, die Fusion von 
Protoplasten. die injel<tion, die Elektroporation von DNA, die Einbringung der DNA 
mittels des biolistisclien Ansatzes sowie weitere Moglichkeiten. 
Die Venwendung der Agrobakterien-vermittelten Transformation von Pflanzenzellen 
ist intenslv untersucht und ausreicliend In EP 120516; Hoekema, In: Tlie Binary 
Plant Vector System Offsetdrukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Chapter V; 
Fraley et al., Crit. Rev. Plant Sci. 4. 1-46 und An et al. EMBO J. 4 (1985). 277-287 
beschrieben worden. Fur die Transformation von Kartoffel, siehe z.B. Rocha-Sosa et 
al.. EMBO J. 8 (1989). 29-33.). 

Auch die Transformation monokotyler Pflanzen mittels Agrobakterium basierender 
Vektoren v/urde beschrieben (Chan et al., Plant Mol. Biol. 22 (1993). 491-506; Hiei 
et al., Plant J. 6 (1994) 271-282; Deng et al. Science in China 33 (1990), 28-34; 
Wilmink et al., Plant Cell Reports 11 (1992), 76-80; May et al., Bio/Technology 13 
(1995), 486-492; Conner und Domisse, Int. J. Plant Sci. 153 (1992), 550-555; 
Ritchie et al, Transgenic Res. 2 (1993), 252-265). Alternatives System zur 
Transformation von monokotylen Pflanzen ist die Transformation mittels des 
biolistischen Ansatzes (Wan und Lemaux, Plant Physiol. 104 (1994), 37-48; Vasil et 
al., Bio/Technology 11 (1993), 1553-1558; Ritala et al., Plant Mol. Biol. 24 (1994), 
317-325; Spencer et al., Theor Appl. Genet. 79 (1990). 625-631), die 
Protoplastentransformation, die Elektroporation von partiell permeabilisierten Zellen, 
die Einbringung von DNA mittels Glasfasern. Insbesondere die Transformation von 
Mais wird in der LIteratur mehrfach beschrieben (vgl. z. B. WO 95/06128. EP 
0513849. EO 0465875. EP 292435; Fromm et al.. Biotechnology 8 (1990). 833-844; 
Gordon-Kamm et al.. Plant Cell 2 (1990), 603-618; Koziel et al.. Biotechnology 11 
(1993). 194-200; Moroc et al.. Theor. Appl. Genet. 80 (1990). 721-726). 
Auch die erfolgreiche Transformation anderer Getreidearten wurde bereits 
beschrieben. z.B. fur Gerste (Wan und Lemaux. s.o.; Ritala et al.. s.o.; Krens et al.. 
Nature 296 (1982). 72-74) und fur Weizen (Nehra et al., Plant J. 5 (1994), 285-297). 

Zur Expression der Nucleinsauremolekule, die einen ADP/ATP-Translokator 
codieren, in sense- Oder antisense-Orientierung in pflanzlichen Zellen werden diese 
vorzugsweise mit regulatorischen DNA-Elementen verknupft, die die Transkription in 
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pflanzlichen Zellen gewahrleisten. Hierzu zahlen insbesondere Promotoren. 
Generell kommt fur die Expression jeder in pflanzlichen Zellen aktive Promotor in 
Frage. 

Der Pronnotor kann dabei so gewahit sein, dafi die Expression konstitutiv erfolgt 
Oder nur in einem bestimmten Gewebe. zu einem bestimnnten Zeitpunkt der 
Pflanzenentwicklung oder zu einem durch auRere Einflusse determinierten 
Zeitpunkt. Sowohl in Bezug auf die Pflanze als auch in Bezug auf das 
Nucleinsauremolekul kann der Promotor homolog oder heterolog sein. 
Geeignete Promotoren sind z.B. der Promotor der 35S RNA des Cauliflower Mosaic 
Virus und der Ubiquitin-Promotor aus Mais fur eine konstitutive Expression, der 
Patatingen-Promotor B33 (Rocha-Sosa et aL, EMBO J. 8 (1989), 23-29) fur eine 
knollenspezifische Expression in Kartoffein oder ein Promotor, der eine Expression 
lediglich in photosynthetisch aktiven Geweben sicherstellt, z.B. der ST-LS1- 
Promotor (Stockhaus et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943-7947; 
Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989), 2445-2451) oder fur eine endosperm- 
spezifische Expression der HMG-Promotor aus Weizen, der USP-Promotor, der 
Phaseolinpromotor, Promotoren von Zein-Genen aus Mais (Pedersen et al.. Cell 29 
(1982), 1015-1026; Quatroccio et al.. Plant Mol. Biol. 15 (1990), 81-93), Glutelin- 
Promotor (Leisy et al., Plant Mol. Biol. 14 (1990), 41-50; Zheng et al.. Plant J, 4 
(1993), 357-366; Yoshihara et al., FEBS Lett. 383 (1996), 213-218) oder Shrunken- 
1 Promotor (Werr et al., EMBO J. 4 (1985). 1373-1380). Es konnen jedoch auch 
Promotoren verwendet werden, die nur zu einem durch auliere Einflusse 
determinierten Zeitpunkt aktiviert werden (siehe beispielsweise WO 9307279). Von 
besonderem Interesse konnen hierbei Promotoren von heat-shock Proteinen sein, 
die eine einfache Induktion eriauben. Ferner konnen samenspezifische Promotoren 
verwendet werden, wie z.B. der USP-Promoter aus Vicia faba, der eine 
samenspezifische Expression in Vicia faba und anderen, Pflanzen gewahrleistet 
(Fiedler et al.. Plant Mol. Biol. 22 (1993), 669-679; Baumlein et a!.. Mol. Gen. Genet. 
225(1991). 459-467). 

Die vorgenannten Ausfuhrungsformen mit den endospezifischen Promotoren sind 
insbesondere zur Steigerung des Starkegehalts im Endosperm geeignet. Im 
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Gegensatz dazu ist die Verwendung embryospezifischer Promotoren insbesondere 
zur Steigerung des Olgehalts von Interesse, weil in der Regel Ol vorwiegend inn 
Embryo gespeichert wird. 

Daher wird gemafl vorliegender Erflndung auch vorzugsweise ein Promotor 
verwendet, der die Expression im Embryo bzw. im Samen gewahrleistet. In einer 
bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist der Promotor der Globulin-1 (glb1)- 
Promotor aus Mais (Styer and Cantliffe. Plant Physiol. 76 (1984), 196-200). In einer 
weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist der embryospezifische Promotor aus 
Pflanzen, vorzugsweise aus Cuphea lanceolata, Brassica rapa oder Brassica napus. 
Besonders bevorzugt sind die Promotoren pCIFatB3 und pCIFatB4 (WO 95/07357). 
Es handelt sich hierbei um Promotoren der Gene CIFatBS bzw. CIFatB4, die in 
transgenem Raps bereits erfolgreich zur Biosynthese mittelkettiger Fettsauren 
eingesetzt wurden, und daher ein geeignetes Expressionsfenster zur Losung des 
vorliegenden Problems besitzen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird der pCIGPDH-Promotor 
(WO 95/06733). der Napin- (beispielsweise beschrieben bei Kridl, Seed Sci. Res. 1 
(1991), 209-219; Ellerstrom et aL, Plant Mol. Biol. 32 (1996), 1019-1027; Stalberg et 
a!., Planta 199 (1996), 515-519) oder der Oieosin-Promotor (beispielsweise 
beschrieben bei Keddie, Plant Mol. Biol. 24 (1994), 327-340; Plant et aL, Plant Mol. 
Biol, 25 (1994). 193-205) verwendet, 

Ferner kann eine Terminationssequenz vorhanden sein. die der korrekten 
Beendigung der Transkription dient sowie der Addition eines Poly-A-Schwanzes an 
das Transkript, dem eine Funktion bei der Stabilisierung der Transkripte 
beigemessen wird. Derartige Elemente sind in der Literatur beschrieben (vgl. z.B. 
Gielen et al.. EMBO J. 8 (1989). 23-29) und sind beliebig austauschbar. 

Die erfindungsgemalien transgenen Pflanzenzellen und Pflanzen synthetisieren 
vorzugsweise aufgrund der Erhohung oder Verringerung der Aktivitat eines 
plastidaren ADP/ATP-Translokators, eine Starke, die in ihren physikalisch- 
chemischen Eigenschaften, insbesondere dem Amyiose/Amylopektin-Verhaltnis im 
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Vergleich zu in Wildtyp-Pflanzen synthetisierter Starke verandert ist. Insbesondere 
kann eine solche Starke im Hinblick auf die Viskositat und/oder die 
Gelbildungseigenschaften von Kleistern dieser Starke im Vergleich zu Wildtypstarke 
verandert sein. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ferner Verfahren zur Herstellung einer 
modifizierten Starke umfassend den Schritt der Extraktion der Starke aus einer oben 
beschriebenen erfindungsgemaden Pflanze und/oder aus starkespeichernden 
Teilen einer solchen Pflanze. Vorzugsweise umfafit ein solches Verfahren auch den 
Schritt des Erntens der kultivierten Pflanzen und/oder starkespeichernder Telle 
dieser Pflanzen vor der Extraktion der Starke und besonders bevorzugt ferner den 
Schritt der Kultivierung erfindungsgennafier Pflanzen vor dem Ernten. Verfahren zur 
Extraktion der Starke von Pflanzen oder von starkespeichernden Teilen von 
Pflanzen sind dem Fachmann bekannt. Weiterhin sind Verfahren zur Extraktion der 
Starke aus verschiedenen anderen starkespeichernden Pflanzen beschrieben, z. B. 
in "Starch: Chemistry and Technology (Hrsg.: Whistler, BeMiller und Paschall 
(19S4). 2. Ausgabe, Academic Press Inc. London Ltd; ISBN 0-12-746270-8; siehe z. 
B, Kapitel XII, Seite 412-468: Mais und Sorghum-Starken: Herstellung; von Watson; 
Kapitel XI II, Seite 469-479: Tapioca-. Arrowroot- und Sagostarken: Herstellung; von 
Corbishley und Miller; Kapitel XIV, Seite 479-490: Kartoffelstarke: Herstellung und 
Verwendungen; von Mitch; Kapitel XV, Seite 491 bis 506: Weizenstarke: 
Herstellung. Modifizierung und Verwendungen; von Knight und Oson; und Kapitel 
XVI, Seite 507 bis 528: Reisstarke: Herstellung und Verwendungen; von Rohmer 
und Klem; Maisstarke: Eckhoff et al., Cereal Chem. 73 (1996) 54-57, die Extraktion 
von Maisstarke im industriellen Mafistab wird in der Regel durch das sogenannte 
"wet milling" erreicht.)). Vorrichtungen. die fur gewohnlich bei Verfahren zur 
Extraktion von Starke von Pflanzenmaterial verwendet werden, sind Separatoren, 
Dekanter, Hydrocyclone. Spruhtrockner und Wirbelschichttrockner. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner Starke, die aus den 
erfindungsgemalien transgenen Pflanzenzellen. Pflanzen sowie 
Vermehrungsmaterial erhaltlich ist, und Starke, die durch das oben beschriebene 
erfindungsgemalie Verfahren erhaltlich ist. 
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Die erfindungsgemalien Starken konnen nach dem Fachmann bekannten Verfahren 
modifiziert werden und eignen sich in unmodifizierter oder modifizierter Form fur 
verschiedene Verwendungen im Nahrungsmittel- oder Nicht-Nahrungsmittelbereich. 
Grundsatzlich laBt sicli die Einsatzmoglichkeit der Starke in zwei groBe Bereiche 
unterteilen. Der eine Bereich unafafit die Hydrolyseprodukte der Starke, 
hauptsachlich Glucose und Glucanbausteine, die uber enzymatische oder 
chemische Verfahren erhalten werden. Sie dienen als Ausgangsstoff fur weitere 
chemische Modifikationen und Prozesse. wie Fermentation. Fur eine Reduktion der 
Kosten kann hierbei die Einfachheit und kostengunstige Ausfuhrung eines 
Hydrolyseverfahrens von Bedeutung seln. Gegenwartig verlauft es im wesentlichen 
enzymatisch unter Verwendung von Amyloglucosidase. Vorstellbar ware eine 
Kosteneinsparung durch einen geringeren Einsatz von Enzymen. Eine 
Strukturveranderung der Starke, z.B. Oberflachenvergrofierung des Korns, leichtere 
Verdaulichkeit durch geringeren Verzweigungsgrad oder eine sterische Struktur, die 
die Zuganglichkeit fur die eingesetzten Enzyme begrenzt, konnte dies bewirken. 
Der andere Bereich. in dem die Starke wegen ihrer polymeren Struktur als 
sogenannte native Starke verwendet wird, gliedert sich in zwei weitere 
Einsatzgebiete: 

1 . Nahrungsmittelindustrie 

Starke ist ein klassischer Zusatzstoff fur viele Nahrungsmittel, bei denen sie 
im wesentlichen die Funktion des Bindens von waBrigen Zusatzstoffen 
ubernimmt bzw. eine Erhohung der Viskositat oder aber eine erhohte Gel- 
bildung hervorruft. Wichtige Eigenschaftsmerkmale sind das Fliefi- und 
Sorptionsverhalten, die Quell- und Verkleisterungstemperatur, die Viskositat 
und Dickungsleistung, die Loslichkeit der Starke, die Transparenz und 
Kleisterstruktur, die Hitze-, Scher- und Saurestabilitat. die Neigung zur 
Retrogradation, die Fahigkeit zur Filmbildung, die Gefrier/Taustabilitat, die 
Verdaulichkeit sowie die Fahigkeit zur Komplexbildung mit z.B. anorgani- 
schen oder organischen lonen. 
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2. Nicht-Nahrungmittelindustrie 

In diesem grofien Bereich kann die Starke als Hilfsstoff fur unterschiedliche 
Hersteilungsprozesse bzw. als Zusatzstoff in technischen Produkten 
eingesetzt. Bel der Verwendung der Starke als Hilfsstoff ist hier insbesondere 
die Papier- und Pappeindustrie zu nennen. Die Starke dient dabei in erster 
Linie zur Retardation (Zuruckhaltung von Feststoffen). der Abbindung von 
Fullstoff- und Feinstoffteilchen. als Festigungsstoff und zur Entwasserung. 
Daruber hinaus werden die gunstigen Eigenschaften der Starke in bezug auf 
die Steifigkeit, die Harte. den Klang, den Griff, den Glanz, die Glatte, die 
Spaltfestigkeit sowie die Oberflachen ausgenutzt. 

2.1 Papier- und Pappeindustrie 

Innerhalb des Papierherstellungsprozesses sind vier Anwendungsbereiche, 
namlich Oberflache. Strich, Masse und Sprtihen, zu unterscheiden. 
Die Anforderungen an die Starke in bezug auf die Oberflachenbehandlung 
sind im wesentllchen ein hoher Weifiegrad, eine angepalite Viskositat, eine 
hohe Viskositatsstabilitat. eine gute Filmbildung sowie eine geringe Staubbil- 
dung. Bel der Verwendung im Strich spielt der Feststoffgehalt. eine 
angepalite Viskositat. ein hohes Bindevermogen sowie eine hohe 
Pigmentaffinitat eine wichtige Rolle. Als Zusatz zur Masse ist eine rasche, 
gleichmaliige. verlustfreie Verteilung. eine hohe mechanische Stabilitat und 
eine vollstandige Zuruckhaltung im Papierflieli von Bedeutung. Beim Einsatz 
der Starke im Spruhbereich sind ebenfalls ein angepafiter Feststoffgehalt, 
hohe Viskositat sowie ein hohes Bindevermogen von Bedeutung. 

2.2 Klebstoffindustrie 

Ein groRer Einsatzbereich der Starken besteht in der Klebstoffindustrie, wo 
man die Einsatzmoglichkeiten in vier Teilbereiche gliedert: die Verwendung 
als reinem Starkeleim, die Verwendung bei mit speziellen Chemikalien 
aufbereiteten Starkeieimen. die Verwendung von Starke als Zusatz zu 
synthetischen Harzen und Polymerdispersionen sowie die Verwendung von 
Starken als Streckmittel fur synthetische Klebstoffe. 90 % der Klebstoffe auf 
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Starkebasis werden in den Bereichen Wellpappenherstellung, Herstellung 
von Papiersacken, Beutein und Tuten, Herstellung von Verbundmaterialien 
fur Papier und Aluminiunn» Herstellung von Kartonagen und 
Wiederbefeuchtungsleim fur Briefumschlage. Briefmarken usw. eingesetzt. 

2.3 Textil- und Textiipflegemittelindustrie 

Ein gro(ies Einsatzfeld fur die Starken als Hilfsmittel und Zusatzstoff ist der 
Bereich Herstellung von Textilien und Textilpflegemitteln. Innerhalb der 
Textilindustrie sind die folgenden vier Einsatzbereiche zu unterscheiden: Der 
Einsatz der Starke als Schlichtmittel, d.h. als Hilfsstoff zur Glattung und 
Starkung des Klettverhaltens zum Schutz gegen die beim Weben 
angreifenden Zugkrafte sowie zur Erhohung der Abriebfestigkeit beim 
Weben, Starke als Mittel zur Textilaufrustung vor allem nach qualitatsver- 
schlechternden Vorbehandlungen, wie Bleichen, Farben usw.. Starke als 
Verdickungsmittel be! der Herstellung von Farbpasten zur Verhinderung von 
Farbstoffdiffusionen sowie Starke als Zusatz zu Kettungsmitteln fur 
Nahgarne. 

2.4 Baustoffindustrie 

Der vierte Einsatzbereich ist die Verwendung der Starken als Zusatz bei 
Baustoffen, Ein Beispiel ist die Herstellung von Gipskartonplatten, bei der die 
im Gipsbrei vermischte Starke mit dem Wasser verkleistert, an die Oberflache 
der Gipsplatte diffundiert und dort den Karton an die Platte bindet. Weitere 
Einsatzbereiche sind die Beimischung zu Putz- und Mineralfasern. Bei 
Transportbeton werden Starkeprodukte zur Verzogerung der Abbindung ein- 
gesetzt. 

2.5 Bodenstabilisation 

Ein weiterer Markt fur die Starke bietet sich bei der Herstellung von Mittein 
zur Bodenstabilisation an, die bei kunstlichen Erdbewegungen zum 
temporaren Schutz der Bodenpartikel gegenuber Wasser eingesetzt werden. 
Kombinationsprodukte aus der Starke und Polymeremuisionen sind nach 



wo 99/58654 



PCT/EP99/03292 



30 

heutiger Kenntnis in ihrer Erosions- und verkrustungsmindemden Wirkung 
den bisher eingesetzten Produkten gleichzusetzen, liegen preislich aber 
deutlich unterdiesen. 

2.6 Einsatz bei Pfianzenschutz- und Dungemittein 

Ein Einsatzbereich liegt bei der VenA/endung der Starke in 
Pflanzenschutzmittein zur Veranderung der spezifischen Eigenschaften der 
Praparate. So kann die Starke zur Verbesserung der Benetzung von 
Pfianzenschutz- und Dungemittein, zur dosierten Freigabe der Wirkstoffe, zur 
Umwandlung fliissiger, fluchtiger und/oder ubelriechender Wirkstoffe in 
mikrokristailine, stabile, formbare Substanzen, zur Mischung inkompatibler 
Verbindungen und zur Verlangerung der Wirkdauer durch Verminderung der 
Zersetzung eingesetzt werden, 

2.7 Pharmaka, Medizin und Kosmetikindustrie 

Ein weiteres Einsatzgebiet besteht im Bereich der Pharmaka, Medizin und 
Kosmetikindustrie. In der pharmazeutischen Industrie kann die Starke als 
Bindemittel fur Tabletten oder zur Bindemittelverdunnung in Kapsein einge- 
setzt werden. Weiterhin kann die Starke als Tablettensprengmittel dienen, da 
sie nach dem Schlucken Flussigkeit absorbieren und nach kurzer Zeit soweit 
quellen, dafi der Wirkstoff freigesetzt wird. Medizinische Gleit- und 
Wundpuder basieren aus qualitativen Grunden auf Starke. Im Bereich der 
Kosmetik werden Starken beispielsweise als Trager von Puderzusatzstoffen, 
wie Duften und Salicylsaure eingesetzt. Ein relativ groRer 
Anwendungsbereich fur die Starke liegt bei Zahnpasta. 

2.8 Starkezusatz zu Kohlen und Briketts 

Einen Einsatzbereich bietet die Starke als Zusatzstoff zu Kohle und Brikett. 
Kohle kann mit einem Starkezusatz quantitativ hochwertig agglomeriert bzw. 
brikettiert werden, wodurch ein fruhzeitiges Zerfallen der Briketts verhindert 
wird. Der Starkezusatz liegt bei Grillkohle zwischen 4 und 6 %, bei kalorierter 
Kohle zwischen 0,1 und 0,5 %. Des weiteren gewinnen Starken als 
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Bindemittel an Bedeutung. da durch ihren Zusatz zu Kohle und Brikett der 
Ausstofi schadlicher Stoffe deutlich vermindert werden kann. 

2.9 Erz- und Kohleschlammaufbereitung 

Die Starke kann ferner bei der Erz- und Kohleschlammaufbereitung als 
Flockungsmittel eingesetzt werden. 



2.10 Giefiereihilfsstoff 

Ein weiterer Einsatzbereich besteht als Zusatz zu Gieliereihilfsstoffen. Bei 
verschiedenen Gufiverfahren werden Kerne benotigt. die aus Bindemittel- 
versetzten Sanden hergestellt werden. Als Bindemittel wird heute uberwie- 
gend Bentonit eingesetzt, das mit modifizierten Starken. meist Quellstarken, 
versetzt ist. 

Zweck des Starkezusatzes ist die Erhohung der Fiiefifestigkeit sowie die 
Verbesserung der Bindefestigkeit. Daruber hinaus konnen die Quellstarken 
weitere produktionstechnische Anforderungen, wie im kalten Wasser dis- 
pergierbar, rehydratisierbar, gut in Sand mischbar und hohes 
Wasserbindungsvermogen, aufweisen. 

2.1 1 Einsatz in der Kautschukindustrie 

In der Kautschukindustrie kann die Starke zur Verbesserung der technischen 
und optischen Qualitat eingesetzt werden. Grunde sind dabei die 
Verbesserung des Oberflachenglanzes, die Verbesserung des Griffs und des 
Aussehens, dafur wird Starke vor der Kaltvulkanisation auf die klebrigen 
gummierten Flachen von Kautschukstoffen gestreut, sowie die Verbesserung 
der Bedruckbarkeit des Kautschuks. 



2.12 Herstellung von Lederersatzstoffen 

Eine weitere Absatzmoglichkeit der modifizierten Starken besteht bei der 
Herstellung von Lederersatzstoffen. 
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2.13 Starke in synthetischen Polymeren 

Auf dem Kunststoffsektor zeichnen sich folgende Einsatzgebiete ab: die 
Einbindung von Starkefolgeprodukten in den Verarbeitungsprozeli (Starke 1st 
nur Fullstoff, es besteht keine direkte Bindung zwischen synthetischem Po- 
lymer und Starke) Oder alternativ die Einbindung von Starkefolgeprodukten in 
die Herstellung von Polymeren (Starke und Polymer gehen eine teste 
Bindung ein). 

Die Verwendung der Starke als reinem Fullstoff ist verglichen mit den anderen 
Stoffen wie Talkum nicht wettbewerbsfShig. Anders sieht es aus, wenn die 
spezifischen Starkeeigenschaften zum Tragen kommen und hierdurch das 
Eigenschaftsprofil der Endprodukte deutlich verSndert wird. Ein Beispiei hierfur ist 
die Anwendung von Starkeprodukten bei der Verarbeitung von Thermoplasten, wie 
Polyethylen. Hierbei werden die Starke und das synthetische Polymer durch 
Koexpression im Verhaltnis von 1 : 1 zu einem 'master batch* kombiniert. aus dem 
mit granuliertem Polyethylen unter Anwendung herkommlicher Verfahrenstechniken 
diverse Produkte hergestellt werden. Durch die Einbindung von Starke in 
Polyethylenfolien kann eine erhohte Stoffdurchlassigkeit bei Hohlkorpem, eine 
verbesserte Wasserdampfdurchlassigkeit, ein verbessertes Antistatikverhalten. ein 
verbessertes Antiblockverhalten sowie eine verbesserte Bedmckbarkelt mit 
wSHrigen Farben erreicht werden. 

Eine andere MOglichkeit ist die Anwendung der Starke in Polyurethanschaumen. Mit 
der Adaption der StSrkederivate sowie durch die verfahrenstechnische Optimiemng 
Ist es moglich, die Reaktion zwischen synthetischen Polymeren und den 
Hydroxygruppen der Starken gezielt zu steuern. Das Ergebnis sind Poly- 
urethanfolien, die durch die Anwendung von Starke folgende Eigenschaftsprofile 
erhalten: eine Verringerung des Warmeausdehnungskoeffizienten, Veningerung des 
Schrumpfverhaltens, Verbesserung des Druck/Spannungsverhaltens, Zunahme der 
Wasserdampfdurchlassigkeit ohne Veranderung der Wasseraufnahme. 
Veningerung der Entflammbarkeit und der AufnfSdichte, kein Abtropfen brennbarer 
Telle. Halogenfreiheit und verminderte Alterung. Nachteile. die gegenwartig noch 
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vorhanden sind, sind verringerte Druckfestigkeit sowie eine verringerte Schlagfe- 
stigkeit. 

Die Produktentwicklung beschrankt sich inzwischen nicht mehr nur auf Folien. Auch 
feste Kunststoffprodukte, wie Topfe, Flatten und Schalen, sind mit einem 
Starkegehalt von uber 50 % herzustellen. Des weiteren sind Starke/ 
Polymermischungen gunstig zu beurteilen. da sie eine sehr vie! hohere biologische 
Abbaubarkeit aufweisen. 

Aufierordentliche Bedeutung haben weiterhin auf Grund ihres extremen 
Wasserbindungsvermogen Starkepfropfpolymerisate gewonnen. Dies sind Produkte 
mit einem Ruckgrat aus Starke und einer nach dem Prinzip des 
Radikalkettenmechanismus aufgepfropften Seitengitters eines synthetischen 
Monomers. Die heute verfugbaren Starkepfropfpolymerisate zeichnen sich durch ein 
besseres Binde- und Ruckhaltevermogen von bis zu 1000 g Wasser pro g Starke 
bei hoher Viskositat aus. Die Anwendungsbereiche fur diese Superabsorber haben 
sich in den letzten Jahren stark ausgeweitet und iiegen im Hygienebereich mit Pro- 
dukten wie Windein und Unterlagen sowie im landwirtschaftlichen Sektor, z.B. bei 
Saatgutpillierungen. 

Entscheidend fur den Einsatz der neuen, gentechnisch veranderten Starken sind 
zum einen die Stmktur. Wassergehalt, Proteingehalt. Lipidgehalt, Fasergehalt, 
Asche/Phosphatgehait, Amylose/Amylopektinverhaltnis. Molmassenverteilung, 
Verzweigungsgrad. KomgroRe und -form sowie Kristallinitat, zum anderen auch die 
Eigenschaften, die in folgende Merkmale munden: Fliefi- und Sorptionsverhalten, 
Verkleisterungstemperatur, Viskositat, Dickungsleistung, Loslichkeit, Kleisterstruktur 
und -transparenz, Hitze-, Scher- und Saurestabilitat, Retrogradationsneigung, 
Gelbildung, GefrieryTaustabilitat, Komplexbildung, Jodbindung, Filmbildung, 
Klebekraft. Enzymstabilitat, Verdaulichkeit und Reaktivitat. 

Die Erzeugung modifizierter Starken mittels gentechnischer Eingriffe in einer 
transgenen Pfianze kann zum einen die Eigenschaften der aus der Pflanze 
gewonnenen Starke dahingehend verandern, da(i weitere Modifikationen mittels 
chemischer Oder physikalischer Verfahren nicht mehr notwendig erscheinen. Zum 
anderen konnen die durch gentechnische Verfahren veranderte Starken weiteren 
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chemischen Modifikationen unterworfen werden, was zu weiteren Verbesserungen 
der Qualitat fur bestimmte der oben beschriebenen Einsatzgebiete ftihrt. Diese 
chemischen Modifikationen sind grundsatzlich bekannt. Insbesondere handelt es 
sich dabei um Modifikationen durch 

- Hitzebehandlung, 

- Saurebehandlung, 

- Oxidation und 

- Veresterungen, 

welche zur Entstehung von Phosphat-, Nitrat-, Sulfat-, Xanthat-, Acetat- und 
Citratstarken fuhren. Weitere organische Sauren konnen ebenfalls zur Veresterung 
eingesetzt werden: 

Erzeugung von Starkeethern 

Starke-Alkylether, O-Allylether, Hydroxylalkylether, 

O-Carboxylmethylether, N-haltige Starkeether, P-haltige Starkeether, S- 
haltige Starkeether 

Erzeugung von vernetzten Starken 

Erzeugung von Starke-Pfropf-Polymerisaten 



Figurl zeigt schennatisch das Plasmid pJT31 (AATP1 {Arabidopsis thaliana) 
sense); 

Figur2 zeigt schennatisch das Plasmid pJT32 (AATP1 {Solanum tuberosum) 
antisense); 



wo 99/58654 



PCT/EP99/03292 



35 

Figur 3 zeigt den Aminosauresequenzvergleich des AATP2 aus Arabidopsis 
thaliana mit dem AATP1 (A. thaliana) und einem homologen Protein 
aus Rickettsia prowazekii (Williamson et a!., Gene 80 (1989), 269- 
278); 

Figur 4 Hydropathie-Analyse von AATP2 ( A. tlialiana). AATP1 (A. thaliana) 
und dem Rickettsia ADP/ATP-Translokator nach der Methode von von 
Heijne et ai. (Eur. J. Biochem. 180 (1989), 535-545.) durchgefiihrt 

Figur 5 zeigt eine Northern Blot Analyse der Expression des AATP1 {Solanum 
tuberosum) in Blatt und Knolle von ADP/ATP-Translokator-antisense- 
Pflanzen. 

Figure zeigt eine Northern Blot Analyse der Expression des AATP1 
{Arabidopsis thaiiana) in Blatt und Knolle von ADP/ATP-Translokator- 
Qberexpressionspflanzen. 

Figur? Schematische Karte der Kassette zur embryospezifischen 
Genexpression pTE200. EcoRI, Smal, BamHI, Xhol, NotI, Xbal. Sad, 
Kpnl, Apal, Sail und Sfil markieren Erkennungsstellen fOr 
Restriktionsendonukleasen. Aus praktischen Griinden unterscheiden 
sich Sfil (A) und Sfil (B) in der variablen Nukleotidfolge innerhalb der 
Erkennungssequenz. Die Abkurzungen kodieren wie folgt: PCIFatB4 = 
CIFatB4-Promotor. iCIFatB4 = ClFatB4-Terminator, amp = bakterielle 
Resistenz gegenuber Ampicillin, ColEI ori = "origin of replication" aus 
dem Plasmid C0IEI, f1(-) ori = "origin of replication" aus dem Phagen 
f1. 

Figure Schematische Karte der ADP/ATP-Translokatorexpressionskassette 
pTE208: dieses Derivat des Vektors pTE200 (Figur 7) tragt eine cDNA 
codierend fur einen plastidaren ADP/ATP-Translokator aus Solanum 
tuberosum in sense -Orientierung. 
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Figur9 Schematische Karte des binaren Vektors pMHOOO-0. Sfil, Sail, Clal. 

Hindlll, EcoRl. Nsil, Smal, BamHI, Spel, NotI, KpnI. Bglll. Apal, Xhol. 
Xbal und BstEII markieren Erkennungsstellen fur 
Restiiktionsendonukleasen. Sfil (A) und Sfi! (B) unterscheiden sich in 
der variablen Nukleotidfolge ihrer Erkennungssequenz wie angegeben. 
Dadurch wird nach Sfil-Spaltung eine Rezirkularisierung des 
Aussgangsplasmids unterbunden und eine gerichtete Insertion der 
Expressionskassette aus dem pTE200-Derivat moglich. Die 
Abkurzungen kodieren wie folgt: RB, LB = rechte und linke 
Grenzregion, t35S - Terminationssignal des 35S rna Gens aus CaMV, 
pat = Phosphinotricinacetyitransferasegen, p35S = Promotor des 35S 
rna Gens aus CaMV, p35S(min) = Minimalpromotor des 35S rna Gens 
aus CaMV. tp-sul = Sulfonamidresistenzgen mit Transitpeptide, tnos 
=Terminationssignal des Nopalinsynthasegens, Sm/Sp = bakterielle 
Resistenz gegenuber Streptomycin und Spectinomycin, parA, parB 
und parR = Plasmidvermehrungsfunktionen aus dem Plasmid pVS1 mit 
grofiem Wirtsbereich u. a. fur Agrobacterium tumefaciens und 
Escherichia colL 

Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung. 

Beispiel 1 

Konstruktion des bakteriellen Expressionsvektors pJT118 und Transformation 
von E. coli 

Das AATP2-Protein (Genbank X94626) aus Arabidopsis thaliana wurde N-terminal 
mit einem "Histidin-tag" umfassend 10 Aminosauren fusioniert. 
Hierfur wurde die cDNA, die das gesamte AATP2-Protein aus Arabidopsis thaliana 
codiert, mit Hilfe eines PCR-Ansatzes isoliert. Als sense-Primer diente folgendes 
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Oligonucleotid, welches zusatzlich eine Xhol-Restriktionsschnittstelle taig: 
cgtgagagatagagagctcgagggtctgattcaaacc (SEQ ID NO: 1); umfalit die Basenpaare 
66-102). 

Als antisense-Primer diente ein Oligonucleotid, welches eine zusatzliche BamHI- 
Restriktionsschnittstelle trug: gatacaacaggaatcctggatgaagc (SEQ ID NO: 2); umfaftt 
die Basenpaare 1863-1835). Das erhaltene PCR-Produkt wurde uber ein 
Agarosegel gereinigt, mit den Restriktionsenzymen Xhol/BannHI geschnitten und "in 
frame" in das Plasmid pET16b (Novagene, Heidelberg, Germany) eingefdhrt. Dies 
fuhrte dazu, dafi die cDNA, die das gesamte AATP2-Protein aus Arabidopsis 
thaliana codiert, am N-Terminus einen Histidine-tag aus 10 Aminosauren aufweist 
(His-AATP2). Dieser Vektor wurde pJT118 genannt. Die Sequenz des PGR- 
Produktes wurde durch Sequenzierung beider Nucleotidstrange Ciberpruft 
(Eurogentec). Die Transformation von E. coli C43 (Miroux and Walker, J. Mol. Biol. 
260 (1996), 289-298) erfolgte nach Standardmethoden. 

Der Stamm E. coli C43 eriaubt die heterologe Expression von tierischen (Miroux and 
Walker. a.a.O.) und pflanzlichen (TJaden et al., J. Biol. Chem. (1998) (in press)) 
Membranproteinen. 

Nach Transformation dieses Stammes mit dem Vektor pJT118 wurden 
Aufnahmestudien mit radioaktiv markiertem ADP und ATP durchgefiihrt. Mit Hilfe 
dieser Studien konnte gezeigt werden, dafi His-AATP2 in E. coli C43 funktional in 
der Cytoplasmamembran von E. coli exprimiert werden kann. Hierdurch konnte 
gezeigt werden, da(i AATP2 tatsachlich einen ADP/ATP-Translokator codiert. Das 
Vorhandensein eines N-terminalen Histidine-tags fQhrt zu einer Erhohung (2x-3x) 
der Transportaktivitat des AATP2 aus A. thaliana in E. coli im Vergleich zum 
AATP2 ohne N-terminalen His-tag. 

Beispiel 2 

Konstruktion des Plasmids pJT31 und Elnfiihrung des Plasmids in das 
Genom von Kartoffelpflanzen 
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Zur Konstruktion eines Pflanzentransformationsvektors wurde ein 2230 bp langes 
EcoRV/BamHI-Fragment der AATP1-cDNA aus A. thaliana (Kampfenkel et al., 
FEBS Letters 374 (1995), 351-355) in den mit Smal/EcoRV und BamHI 
geschnittenen Vektor pBinAR (Hofgen und Willmitzer. Plant Sci. 66 (1990), 221-230) 
ligiert. Durch die Insertion des cDNA-Fragmentes entsteht eine Expressionskassette 
(pJT31), die folgendernnafien aus den Fragmenten A, B und C aufgebaut ist (s. Fig. 
1): 

Das Fragnnent A (540 bp) enthalt den 35S-Promotor aus dem 
Blumenkohlmosaikvirus. 

Das Fragment B enthalt neben den flankierenden Bereichen die proteincodierende 
Region eines ADP/ATP-Translokators aus A. thaliana (AATP1). Diese wurde wie 
oben beschrieben isoliert und in sense-Orientierung an den 35S-Promotor in 
pBinAR fusioniert. 

Fragment C (215 bp) enthalt das Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase 

Gens aus Agrobakterium tumefaciens. 

Die GroRe des Plasmids pJT31 betragt ca. 14,2 kb. 

Das Piasmid wurde mit Hilfe von Agrobakterien wie bei Rocha-Sosa et al. (EMBO J. 
8 (1989), 23-29) in Kartoffelpflanzen transferiert. Als Ergebnis der Transformation 
zeigten transgene Kartoffelpflanzen eine Erhohung der mRNA eines plastidaren 
ADP/ATP-Translokators. Dies wurde mittels Northern Blot Analyse nachgewiesen (s. 
Fig. 6). Dazu wurde RNA nach Standardprotokollen aus Blatt- und Knollengewebe 
von Kartoffelpflanzen isoliert. 50|jg RNA wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt 
(1,5% Agarose, 1x MEN-Puffer, 16,6% Formaldehyd). Nach der Elektrophorese 
wurde die RNA mit 20x SSC mittels Kapillarblot auf eine Nylonmembran Hybond N 
(Amersham, UK) ubertagen. Die RNA wurde auf der Membran duch UV-Bestrahlung 
fixiert. Die Membran wurde in Phosphathybridisierungspuffer (Sambrook et al., 
a.a.O) fur 2h prahybridisiert und anschlieflend durch Zugabe der radioaktiv 
markierten Sonde fur lOh hybridisiert. 
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Beispiel 3 

Konstruktion des Plasmids pJT32 und Einfuhrung des Piasmids in das Genom 
von Kartoffelpflanzen 

Zur Konstruktion eines Pflanzentransformationsvektors wurde ein 1265 bp langes 

BamHI/Ndel- Fragment der codierenden Region der AATP1-cDNA aus S. 

tuberosum (Genbank Y10821) in den mit Smal/Ndel und BamHI geschnittenen 

Vektor pBlnAR (Hofgen und Willmitzer, Plant Sci. 66 (1990), 221-230) ligiert. 

Durch die Insertion des cDNA-Fragmentes entsteht eine Expressionskassette, die 

folgendermafien aus den Fragmenten A, B und C aufgebaut ist (s. Fig. 2): 

Das Fragment A (540 bp) enthalt den 35S-Promotor aus dem 

Blumenkoiiimosaikvirus. 

Das Fragment B enthalt eine 1265 bp lange Region eines ADP/ATP-Translokators 
aus S. tuberosum (AATP1 S.t.). Diese wurde in antisense-Orientierung an den 35S- 
Promotor in pBinAR fusioniert. 

Fragment C (215 bp) enthalt das Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase 

Gens aus Agrobakterium tumefaciens. 

Die Grolie des Plasmids pJT32 betragt ca. 13,3 kb. 

Das Plasmid wurde mit Hilfe von Agrobakterien wie bei Rocha-Sosa et al. (EMBO J. 
8 (1989), 23-29) in Kartoffelpflanzen transferiert. 

Als Ergebnis der Transformation zeigten transgene Kartoffelpflanzen eine 
Verringerung der mRNA eines plastidaren ADP/ATP-Translokators. Dies wurde 
mittels Northern Blot Analyse nachgewiesen (s. Fig. 5). Dazu wurde RNA nach 
Standardprotokollen aus Blatt- und Knollengewebe von Kartoffelpflanzen isoliert. 
50pg RNA wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt (1,5% Agarose, 1x MEN- 
Puffer, 16.6% Formaldehyd). Nach der Elektrophorese wurde die RNA mit 20x SSC 
mittels Kapillarblot auf eine Nylonmembran Hybond N (Amersham. UK) ubertagen. 
Die RNA wurde auf der Membran duch UV-Bestrahlung fixiert. Die Membran wurde 
in Phosphathybridisierungspuffer (Sambrook et al., a.a.O) fur 2h prahybridisiert und 
anschlieliend durch Zugabe der radioaktiv markierten Sonde fur lOh hybridisiert. 
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Beispiel 4 

Analyse des Starke-, Amylose- und des Zuckergehalts transgener 
Kartoffelpflanzen 

Die Bestimmung des Gehaltes an loslichen Zuckern erfolgte wie bei Lowry und 
Passonneau in "A Flexible System of Enzymatic Analysis", Academic Press, New 
York, USA (1972) beschrieben. Die Bestimmung des Gehaltes an Starke erfolgte 
wie bei Batz at ai. (Plant Physiol. 100 (1992), 184-190) beschrieben. 



Tabelle 1: 



Linie/Genotyp 


Starke in 

(|jmolC6units/g 

Frischgewicht) 


LSsiiche Zucker in 

(|jmol/g 

Frischgewicht) 


Desiree/WT 


1094.0 


26.49 


654 /antisense-AATP1 
(S. tuberosum) 


574.2 


42.52 


594/antisense-AATP 1 
(S. tuberosum) 


630.2 


48.76 


595/antise nse-AATP 1 
(S. tuberosum) 


531.4 


45.92 


676/antisense-AATP1 
(S. tuberosum) 


883.0 


40.60 


62/ sense-AATP1(A. thaliana) 


1485.0 


30.65 


98/ sense-AATP1(A. thaliana) 


1269.0 


18.28 


78/sense-AATP1 (A. thaliana) 


995.0 


20.50 



Die Bestimmung des Gehaltfes an Amylose erfolgte wie bei Hovenkamp-Hermelink 
et al. (Potato Res. 31 (1988). 241-246) beschrieben: 



wo 99/58654 



41 



Linie/Genotyp 


% Amylose 


Desiree/WT 


18.8 


654 /antisense-AATP1 
(S. tuberosum) 


15.5 


594/antisense-AATP1 
(S. tuberosum) 


14.3 


595/antisense-AATP1 
(S. tuberosum) 


18.0 


676/antisense-AATP1 
(S. tuberosum) 


11.5 


62/ sense-AATP1 (A. thaliana) 


27.0 


98/ sense-AATP1 (A. thaliana) 


22.7 


78/sense-AATP1 (A. thaliana) 


24.5 



Beispiel 5 

Herstellung einer Expressionskassette und Transformation von Rapspflanzen 

Die Expressionskassette pTE200 in einem pBluescript-Derivat (Short et aL, Nucl. 
Acid Res. 16. (1988), 7583-7600) tragt die Promoter- und Terminatorsequenzen des 
Thioesterase-Gens CIFatB4 (GenBank Accession: AJ131741) aus Cuphea 
lanceolata und geeignete Polylinkersequenzen zur Aufnahme verschiedener 
Nutzgene. Randstandige Sfil-Erkennungsstellen mit nicht-kompatiblen Nukleotiden 
in der variablen Erkennungsregion eriauben einen gerichteten Transfer der 
gesamten Expressionskassette einschliefilich des Nutzgens in die entsprechenden 
Restriktionsstellen des binaren Plasmidvektors pMHOOO-0, einer Weiterentwicklung 
von pLHQOOO (Hausmann und Topfer, (1999): 9. Kapitel "Entwicklung von Plasmid- 
Vektoren" in Bioengineering fur Rapssorten nach Mafi, D. Brauer, G. Robbelen und 
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R. Topfer (eds.) Vortrage fur Pflanzenziichtung Heft 45. 155-172). und verhindern 
beim aufnehmenden Vektor eine Rezirkularisierung der DNA. 
Zur Herstellung der Expressionskassette pTE200 wurde zunachst aus dem 
genomischen Klon CITEglS (WO95/07357). der das vollstandige CIFatB4-Gen aus 
C. tanceolata tragt, ein ca. 3.3 kb lange promotortragende Sall-Bbvl Fragment 
isoliert. Hierzu wurde die Bbvl-Schnittstelle am 3'-Ende des Promoters geoffnet und 
derart modifiziert. daft das Fragment anschlieRend in den mit Sail und Smal 
geschnittenen pBluescript (Stratagene) aufgenommen werden konnte. Eine 1211 
Nukleotide 5'-warts liegende interne EcoRI-Schnittstelle des Fragments wurde 
deletiert. indem sle geoffnet. mittels T4 DNA-Polymerase modifiziert und 
anschlieliend wieder geschiossen wurde. 

Die Terminatorsequenz wurde mittels der Polymerasekettenreaktion und 
spezifischen Oligonukleotidprimer an der CITEg16-Matrize (WO 95/07357) 
amplifiziert und uber die Primer mit einer Reihe von Polylinkerschnlttstellen (MCS) 
versehen. Die Sequenzen der Primer lauten: 

5'GAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTCTCGAGAAGTGGCTGGGGGCC 
TTTCC3' (SEQ ID NO: 3)= 5'-primer: (MCS: EcoRI. Pstl. Smal, BamHI. Spel Xhol; 
CIFatB4-Terminator: von Pos. 35 - 56) und 

5TCTAGAGGCCAAGGCGGCCGCTTCAACGGACTGCAGTGC3' (SEQ ID NO: 4) 
= 3'-primer: CIFatB4-Terminator: von Pos. 22 - 39, MCS: Notl. Styl, Sfil, Xbal. Das 
Amplifikat wurde mit EcoRI und Notl geschnitten und in die korrespondierenden 
Schnlttstellen des pBlueSfi BA (Hausmann und Topfer, s.o.) inserlert. Das 
promotortragende Fragment wurde mit BamHI geoffnet. modifiziert und 
anschliefiend mit Sail geschnitten. um es Im pBlueSfi BA-Vektor uber Sail und 
modifizierte Hindlll-Schnittstelle vor den Terminator zu plazieren. Es resultierte die 
Expressionskassette pTE200 (s. Figur 7). 

Zur Konstruktiuon eines Pflanzentransformationsvektors wurde ein 2270 bp langes 
EcoRI-Fragment der AATP1 cDNA aus Solanum tuberosum (pTMI. Tjaden et al 
The Plant Journal 16 (1998) 531-540) in den mit EcoRI gebffneten Vektor pTE200 
ligiert. Die Orientierung wurde mittels Restriktionsverdau uberpruft. Es resuitiert das 
Plasmid PTE208 (Figur 8). In einem anschlieftenden Schritt wurde das Sfil- 



wo 99/58654 



PCT/EP99/03292 



43 

Fragment aus pTE208 in die Polylinkerschnittstellen des binaren Vektors pMHOOO-0 
(Figur 9) gerichtet inseriert. Es resuitierte der Vektor pIVIH 0208. 
Der binare Plasmidvektor pMHOOO-0 ist eine Weiterentwicklung von pLHQOOO 
(Hausmann und Topfer, s.o.) mit alternativen Seiektionsmarkern fur die 
Pflanzentransformation. Hierzu wurde das Sulfonamidgen (sul) zusammen mit der 
Signalpeptidsequenz (tp) fiir plastidaren Import der kleinen Untereinheit der 
Ribulosebisphosphat Carboxylase aus dem Vorlauferplasmid von pS001 (Reiss et 
al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, (1996), 3094-3098) nach Mod'rfizierung der 
Asp718- zur Xhol-Schnittstelle isoliert. Das Xhol-Sall Fragment wurde in die Xhol- 
und BamHI-Schnittstellen eines pBluescript-Derivat vor den Terminator des 
Nopalinsynthasegens (pAnos) nach Modlfizierung von Sail und BamHI eingefuhrt. In 
einer anschiielienden Dreifragmentligation wurden das resuttierende tpsul-pAnos 
Fragment (Xhol - Xbal) und das Xhol - Hindlll Fragment aus pRT103pat (Topfer et 
al., Methods in Enzymol. 217. (1993). 66-78) mit dem mit Hindlll und Xbal 
geoffneten Plasmid pK18 (Pridmore, Gene 56. (1987), 309-312) vereint. Dabei kam 
das Gen fur die Phosphinotricin Acetyltransferase mit dem Terminator des 
CaMV35S ma-Gens aus pRT103pat in entgegengesetzter Orientierung zur tpsul- 
pAnos-Einheit zu liegen. Zur Vervollstandigung dieser doppelten Selektionseinheit 
(for Resistenz gegen das Herbizid Basta und das Sulfonamid Sulfadiazin) wurde ein 
dualer Promotor des CaMV35S rna-Gens als Xhol-Fragment aus einem 
Abkemmling von pROA93 (Ott et al.. Mol. Gen. Genet. 221, (1990). 121-124) in die 
Xhol-Schnittstelle zwischen die Resistenz-vermittelnden Gensequenzen inseriert. 
Die resultierende duale Selektionskassette wurde uber Xbal und Hindlll gegen die 
Kanamycinkassette im pLH9000-Vorlauferplasmid (Hausmann und Topfer, s.o.) 
nach entsprechenden Modifikationen im angrenzenden Polylinker ausgetauscht. 
Daraus resuitierte der binare Plasmidvektor pMHOOO-0. 

Die Transformation von Hypokotylexplantaten von Raps der Sorte Drakkar erfolgte 
nach dem Protokoll von De Block (Plant Physiol. 91 (1989), 694-701) mit Hilfe von 
Agrobakterien (Stamm GV 3101 C58C1 Rifr), die den binaren Vektor pMH0208 
(ATP/ADP Transporter sense) trugen. Sprosse wurden auf selektivem Nahrmedium 
(Sulfonamid) regenerlert und im Gewachshaus bis zur Samenreife kultiviert. Mittels 
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PGR und Blatttest (Toleranz gegenuber Glufosinatammonium (Basta®)) wurde 
Gberpruft. welche Pflanzen das Transgen enthielten. Von diesen Pflanzen wurden 
heranreifende Embryonen verschiedener Entwicklungsstadien geemtet und in 
flussigem Stickstoff gelagert. 

Zur Bestimmung des Olgehalts wurde reifes Saatgut von transgenen Rapslinien und 
von Kontrollinien mit Hilfe der nicht-invasiven Nahinfrarotspektroskopie 
(beispielsweise beschrieben bei Schuiz et al., J. Near Infrared Spectrosc. 6, (1998). 
A125-A130; Starr et al., J. Agric. Sci. 104(2). (1985), 317-323) untersucht. 
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Patentanspruche 

1 . Transgene Pflanzenzelle, die genetisch modifiziert ist, wobei die genetische 
Modifikation in der Einfuhrung eines fremden Nucleinsauremolekuis besteht, 
dessen Vorhandensein oder dessen Expression zur Erhohung der plastidaren 
ADP/ATP-Translokatoraktivitat fuhrt im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Pflanzenzellen aus Wildtyp-Pflanzen. 

2. Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 1, wobei das frennde 
Nucleinsauremolekul einen plastidaren ADP/ATP-Translokator codiert. 

3. Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 2, wobei das Nucleinsauremolekul 
einen plastidaren ADP/ATP-Translokator aus Arabidopsis thaliana codiert. 

4. Transgene Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 3, die einen 
erhohten Ertrag im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
Pflanzenzellen aufweist. 

5. Transgene Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 4, die einen 
erhohten Ol- und/oder Starkegehalt im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Pflanzenzellen aufweist. 

6. Transgene Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 5, die eine Starke 
synthetisiert, die im Vergleich zu Starke aus entsprechenden nicht genetisch 
modifizierten Pflanzenzellen eine erhohten Amylosegehalt aufweist. 

7. Transgene Pflanze enthaltend transgene Pflanzenzellen nach einem der 
Anspruche 1 bis 6. 

8. Transgene Pflanze nach Anspruch 7, die eine ol- und/oder starkespeichernde 
Pflanze ist. 
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9. Transgene Pflanze nach Anspruch 8, die eine Mais-, Raps-. Weizen- oder 
Kartoffelpflanze 1st. 

10. Verfahren zu Herstellung einer transgenen Pflanze, die im Vergleich zu 
Wildtyp-Pfianzen eine erhohten Ertrag aufweist, wobei 

(a) eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durcfi die Einfuhmng 
eines fremden Nucleinsauremolekuls, dessen Vorhandensein oder 
dessen Expression zur Eriiohung der plastid§ren ADP/ATP- 
Translokatoraktlvitat in der Zelle fiihrt; 

(b) aus der gemaE Schritt (a) hergestellten Zelle eine Pflanze regeneriert 
wird; und 

(c) aus der gemaR Schritt (b) erzeugten Pflanze gegebenenfalls weitere 
Pflanzen erzeugt werden. 

11. Verfahren nach Anspmch 10, wobei die transgene Pflanze Im Vergleich zu 
Wildtyp-Pflanzen einen erhohten Ol- und/oder Starkegehalt aufweist, 
und/oder deren Starke eInen erhohten Amylosegehalt Im Vergleich zu Starke 
aus Wildtyp-Pfianzen aufweist. 

1 2. Transgene Pflanze erhaltlich durch das Verfahren nach Anspruch 1 0 oder 1 1 . 

13. Vermehrungsmaterial von Pflanzen nach einem der AnsprQche 7 bis 9 oder 
12, wobei dieses Vermehrungsmaterial transgene Zellen nach einem der 
Anspriiche 1 bis 6 enthalt. 

14. Venwendung von Nuclelnsauremolekulen, die einen plastidaren ADP/ATP- 
Translokator codieren. zur Herstellung von transgenen Pflanzen, die im 
Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen einen erhohten Ertrag aufweist. 

15. Verwendung nach Anspaich 14, wobei die transgene Pflanze einen erhohten 
Ol- und/oder Starkegehalt aufweisen und/oder die eine Starke synthetlsieren. 
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die im Vergleich zu Starke aus Wildtyp-Pflanzen einen erhohten 
Amylosegehalt aufweist. 

16. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten Starke umfassend die 
Extraktion der Starke aus einer Pflanze nach einem der AnsprCiche 7 bis 9 
Oder nach Anspruch 12. 
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Fig.l 
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Fig. 2 
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DC Alignment: 3/8 

1 AATP1_AT._ 

2 AATP2_A.t_ 
3TLC_ 

10 20 30 40 50 60 

1 MEAVIQTRGLLSLPTKPIGVRSQLQPSHGLKQRLFAAKPRNLHGCLYPLTGTR^ 60 

2 MEGLIQTRGILSLPASHR-SEKVLQPSHGLKQRLFTTN---LPALSLSLMVTRNFK^^ 56 
3 MS TSK SENY--LS- 11 

70 80 90 100 110 120 

1 PCMGFRFPTKREAPSSYARIOlRGCWRIlSCLRRSDSAAWASRKIFGXnEVAT^ 120 

2 SHLGFRH^TRREAEDSLARRKLRRPRRKCVDEGDTAAMAVSPKIFGX^ 116 
3 EL RKIIWP lEQYENKKFLPLAF 33 

130 140 150 160 170 180 

1 MFFCILFNYTILRDTKD\a,WTAKGSSAEnPFLKTWVNLPMAIGFMLLYT^ 180 

2 MFFCILFNYTILRDTKD\n.WTAKGSSAEIIPFLKTWVNVP 176 

3 MMFCILLNYSTLRSnaDGFVVTDIG-T-ESISFLKTYiyLPSA\aAN^ 91 

190 200 210 220 230 240 

1 ALFYTVIWFIIYFGGFGFVMYPLSNYIHPEALADKLLTTLGPRFMGPI^^ 240 

2 ALFYTVIWFIV^GAFGFVMYPRSNLIQPEALADKLLATLGPRFMGPLAIN^ 236 

3 >rVTYVITSFFLGYFALFAFVLYPYPDL\^PDHKTIESLSLAYP>nFKWFIK^ 151 

250 260 270 280 290 300 

1 YVMAELWGSVWSVLFWGFANQITTVDEAKKFYPLFGIGAN^ 300 

2 YVMAELWGSVWSVLFWGFANQITTVDEAKKFYPLFGLGANVALn^SGRT^ 296 

3 YTIAELWGTMMLSLLFWQFANQITKIAEAKRFYSMFGLLANLAL^ 211 

310 320 330 340 350 360 

1 LGPGVDGSFV--ESHDEHCGGNGTRICLSIGGSNRYV---P-L--PTRSKNKKEKPKMGT 352 

2 LGPGVDGWAVSLKAMMSIVVGMGLAICFLYWWVNRYV---P-L--PTRSKK^ 350 

3 I-VAEHLKFV---PLF\aMITSSFLIILTYRWMNKNVLTDPRL^^ 267 

370 380 . 390 400 410 . 420 

1 MESLKFLVSSPYIRDLATLWAYGISri^V^VTWKSKLKAQFPSPNEYSAF 412 

2 MESLKFLVSSPYIRDLATLWAYGISINL\^VTWKSKLKSQFPSP>mYSAFMGDFST 410 

3 mSLKMIFTSKYVGYL\LLIIAYGVSV^^.VEGVWKSKVKELYPTKEAYT^^ 327 

430 440 450 460 470 480 

1 VATFTMMLLSQYVFNKYGWGVAAKITPTVLLLTGVAFFSLILFGGPFA-^ 471 

2 lATFTMMLLSQYWKKYGWGVAAKITPTXO-LLTGVAFFSLILFGGPFA-PLVAKLGM 469 

3 WVAIAFMLIGSNILRKVSWLTAAMITPLMMFITGAAFFSFIFFDSVIAMNLTGI^^ 387 

490 500 510 520 530 540 

1 LAAXTYVGALQNIFSK-SAKYSLFDPCKEMAYIPLDEDTKVKGKAAmvVCOT 530 

2 LAAVTVWPEVSSARVQVQHSSTPSAMQECLYPLDEVSKVKAKLQL-MWSATO^ 528 

3 TLAVMIGMIQNVLSK-GVKYSLFDATKNMAYIPLDKDLRVKGQAAVEVIGGRLG^ 446 

550 560 570 580 590 600 

1 IQQ-FMIL--SFGSLANSTPYLGMILLVIVTAWLAAAKSLEGQFNSLRLKKSLRRKWREL 587 

2 IQQ-FMlL-TFGSLANSTPYLGVILLGrs/TAWLAAAKSLEGPV 569 

3 IQSTFFILFPWGFI-EATPYFASIFFIIVILWIFAVKGLNKEYQVL-VNKNEK 498 



1 HR 589 

2 569 

3 " 498 



Fig. 3 
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Fig. 4 
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Fig. 5 
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Fig. 6 
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Fig. 7 
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Fig. 8 
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Fig. 9 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) AliLGEMEINE ANGABEN : 



( i ) ANMELDER : 

(A) NAME: PlantTec Biotechnologie GmbH Forschung & 

Entwicklung 

(B) STRASSE : Hermannswerder 14 

(C) ORT: Potsdam 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 14473 



( i ) ANMEIjDER : 

(A) NAME: Max-Planck-Gesellschaf t zur Forderung der 
Wissenschaf ten 

e. V. 

(B) STRASSE: keine 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: keine 



BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Transgene Pflanzen mit veranderter 
Aktivitat eines plastidaren T^P/ATP-Translokators 

ANZAHL DER SEQUEN2EN: 4 

COMPUTER -LESBARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.3 0 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure " 
(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 
CGTGAGAGAT AGAGAGCTCG AGGGTCTGAT TCAAACC 



37 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 6 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG : /desc "Oligonucleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 2: 
GATACAACAG GAATCCTGGA TGAAGC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 56 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure " 
(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 3: 
GAATTCCTGC AGCCCGGGGG ATCCACTAGT CTCGAGAAGT GGCTGGGGGC CTTTCC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 3 9 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonucleotid" 
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(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 4 : 
TCTAGAGGCC AAGGCGGCCG CTTCAACGGA CTGCAGTGC 3 9 
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, sheets, including this cover sheet. 
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been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 
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II 


□ 
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□ 


IV 




V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP99/03292 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed " and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



the international application as originally filed. 
I I the description, pages , as originally filed, 



I I the claims. 



pages . 
pages , 
pages , 

Nos. 
Nos. 
Nos, 
Nos. 
Nos. 



_ , filed with the demand, 
_ , filed with the letter of 
. , filed with the letter of 



1-16 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



27 July 2000 (27.07.2000^ 



I I the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig , 



1/8-8/8 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 
I I the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3. n report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 
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itemational application No. 
PCT/EP 99/03292 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



6, 11, 16 



YES 

NO 

YES 



1 - 5, 7 - 10, 12 - 15 NO 



1-16 



YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents 



Dl: NEUHAUS H.E. ET AL PLANT JOURNAL, Vol. 11, 

No. 1, 1997, pages 73 to 82 
D2 : Mohlmann et al.: Eur. J. Biochem. 252, 353 - 359 
(1998) . 

Re the letter of 27 July 2000. 

1. Novelty (POT Article 33(2)) 

1.1 The newly submitted claims concern genetically 

modified transgenic plant cells which have increased 
ADP/ATP translocator activity in comparison with 
wild type cells and plants. 



1.2 Perfected transgenic plant cells of this type are 
not known from the prior art. 



1.3 Consequently the subject matter of Claims 1 to 16 is 
novel and the requirements of PCT Article 33(2) are 
met . 
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[ntemational application No. 
PCT/EP 99/03292 



2. Inventive step (PCT Article 33(3)) 



For the following reasons, 
submitted with the amended 
give cause to deviate from 



the applicant's comments 
claims only partially 
the earlier opinion: 



Dl is considered the closest prior art. 
That document describes the characterization of a 
new eucaryotic ATP/ADP translocator (AATPl) from the 
plastid envelope of Arabidopsis thaliana . The cDNA 
that codes for this AATPl protein was expressed in 
Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli. 
Following reconstitution of the extracted protein, 
increased ATP transport could be observed in both 
expression systems (see abstract). 
Dl also refers to the fact that the cloning of 
AATPl, in conjunction with the possibility of 
producing transgenic plants in which the expression 
of ,this translocator is either regulated upwards or 
downwards, provides a basis for understanding 
whether it is possible to influence the starch or 
fatty acid content or the starch to fatty acid ratio 
in the storage organs of higher plants by increasing 
or decreasing the ATP import rate in plastids (see 
page 7 9). 

Dl further refers to the fact that the activity of 
the plastidial ATP/ADP translocator is limiting for 
the synthesis rate of starch and fatty acids in 
amyloplasts of sprouts. 



Thus Dl disclose 
producing plants 
describes the so 
introducing into 



s the problem of 
having a higher 

lution - genetic 
the plant cells 



interest - 
yield - and also 
modification by 
a nucleic acid 
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ffhtemational application No. 
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molecule that codes for an ADP/ATP 




translocator . 


2 . 2 


D2 is a further document which is 


concerned with 




ATP/ADP transporters in Arabidopsi 


s 


thaliana. That 




document investigates a molecular 


c 


haracterization 




and comparative structural analysi 


s 


of two similar 




ATP/ADP translocators from the pla 


s 


tids of 




Arabldopsis thaliana and Rickettsi 


a 


prowa zeeki i . 




Page 354 of D2 describes that the main task of the 




plastidial ATP/ADP transport is to 


prepare cytosolic 




ATP for the stroma in order to ensu 


re important 




anabolic reactions. Starch and fatt 


y acid synthesis 




are given as examples, two process( 




s which, in 




heterotrophic plants, are closely < 


a 


ssociated with 




the presence of exogenic ATP. 








Thus D2 also provides clear reason 


s 


for using 




already known genes that are essen* 


t 


ial for the 




starch and fatty acid balance for 


t 


he purposes 




proposed by the present application 






It is clear from the above descript 


ions of the 




documents that it is certainly rea 


1 


istic to assume. 




with reasonable expectation of succ 


ess, that the 




expression of those genes would in 


f 


luence the starch 




content . 








In this respect, it is not possibl 


e 


to concur with 




the statement on page 9 of the appl 


ication that it 




would be completely unexpected for 




an increase in 




the activity of the plastidial ADP/ATP translocator 




to increase the starch content in 


c 


orresponding 




plants since at least two document 


s 


(Dl, D2) already 




explicitly mention such an effect. 








However, it is correct that neithe 


r 


of the two 




citations explicitly mentions the amylose content or 
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composition of starch. The fact that starch is 
composed of amylose and amylopectin will be neither 
novel nor unexpected for a person skilled in the art 
of biology or biochemistry. However, the examining 
authority agrees with the applicant' s argument that 
it was unexpected that the molecular properties of 
starch are determined by the expression of those 
enzymes . 



2.3 Consequently Claims 1 to 4, which concern the 
increase in plastidial ADP/ATP translocator 
activity, are not inventive. 

Furthermore no inventive step is recognized in the 
subject matter of Claims 5, 7 to 10 and 12 to 15 
since Dl in particular, and also D2, addresses the 
same problem and proposes the same solution for 
increasing the yield of starch in transgenic plant 
seeds . 

Claims 5, 11 and 16, on the other hand, appear to 
meet the requirements of PCT Article 33(3). 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



3.1 Claim 1 - which claims the increase in plastidial 
ADP/ATP translocator activity - does not meet the 
requirements of PCT Article 6. 

The technical feature '^foreign nucleic acid molecule 
... whose expression increases plastidial ADP/ATP 
translocator activity" is vague and unclear, since 
it does not clearly define the scope of protection. 
The description indicates that the following feature 
is essential for defining the invention: 



"codes for a plastidial ADP/ATP translocator". 

Since independent Claim 1 does not contain this 
feature, it does not meet the requirement of PCT 
Article 6 in conjunction with PCT Rule 6.3(b), that 
each independent claim shall contain all the 
technical features necessary for defining the 
invention . 



3. 



Clarity (PCT Article 6) 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 7USAMMENARBEIT AUF DEM 



RECD 2 h AUG 2000 



WlPO 



GEBIET DES PATENTWESENS| 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders oder AnwaJts 
C 1540 PCT 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteiiung uber die Ubersendung des internationalen 
vorlaufigen Prufungsbericht (Formbiatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/03292 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
12/05/1999 



Prioritalsdatum (Tag/Monat/Tag) 
13/05/1998 



Internationale Patentklassificatton (IPK) Oder Rationale Klassifikation und IPK 
C12N 15/00 



Anmelder 

PLANtTEC BIOTECHN..GMBH FORSCHUNG u.ENTWICKLUNG 



1 . Dieser internationale vorlautige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 Artikel 36 ubernnittelt. 

2. Dieser BERICHT umfa3t insgesamt 7 Blatter eInschlieRlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwattungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berichts 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


IS 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkelt; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
26/11/1999 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Miinchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



2 V Ob. 00 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Novak, S 

Tel. Nr. +49 89 2399 8930 




Formbiatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzelchen PCT/EP99/03292 



I. Grundlaged s Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahman dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen entha/ten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-44 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-16 elngegangen am 27/07/2000 nnit Schreiben vom 27/07/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/8-8/8 ursprungliche Fassung 



2. Autgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebeneh Grunden nach Auftassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinslchtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatlgkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1 . Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatlgkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1 - 16 



6, 11, 16 

1 - 5, 7 - 10, 12 - 15 
1 - 16 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/03292 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT- BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/03292 



1. 

1.1. 

1.2. 
1.3. 
2. 

2.1. 



ird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: NEUHAUS H E ET AL.: PLANT JOURNAL, Bd. 11, Nr. 1, 1997, Seiten 73-82 
D2: Mohlmann et aL; Eur. J. Biochem. 252, 353 - 359 (1998) 

ien Brief vom 27. Juli 2000. 



Neuheit (Artikel 33(2) PCT) 

Die neu eingereichten Anspruche beziehen sich auf genetisch modifizierte, 
transgene Pflanzenzellen, die im Vergleich zu Wildtypzellen bzw. -pflanzen eine 
erhohte ADP/ATP-Translokatoraktivitat aufweisen. 

Derartig ausgearbeitete, transgene Pflanzenzellen sind vom Stand der Technik 
nicht bekannt. 

Daraus folgt, daB der Gegenstand von Anspruchen 1-16 neu ist, und die 
Erfordernisse von Artikel 33(2) PCT erfullt. 

Erfinderische Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT) 

Die mit den geanderten Anspruchen eingereichte Stellungnahme des Anmelders 
gibt aus den im folgenden dargelegten Grunden nur teilweisen AnIaB, von der 
bereits mitgeteilten Auffassung abzugehen: 

D1 wird als nachster Stand der Technik erachtet. 

Dieses Dokument beschreibt die Charakterisierung eines neuen eukaryontischen 
ATP/ADP Translokators (AATP1) aus der Plastidhulle von Arabidopsis thaliana. 
Die cDNA, die dieses AATP1 Protein kodiert, wurde in Saccharomyces cerevisiae 
und Escherichia co// exprimiert. In beiden Expressionssystemen konnte nach 
Rekonstitution des extrahierten Proteins erhdhter ATP Transport beobachtet 
werden (siehe Abstrakt). 

D1 nimmt auch Bezug darauf, daB die Klonierung von AATP1, in Zusammenhang 
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mit der Moglichkeit transgene Pflanzen zu erzeugen, in denen die Expression 
dieses Translokators entweder hinauf- Oder herab geregelt ist, eine Grundlage 
bietet zu verstehen, ob es moglich ist, den Starke- bzw. Fettsauregehalt oder das 
Verhaltnis von Starke und Fettsauren in Speicherorganen hoherer Pflanzen iiber 
die Anhebung bzw. Verminderung der Rate des ATP Imports in Plastiden zu 
beeinflussen (siehe Seite 79). 

Weiters verweist D1 darauf, daB die Aktivitat des plastidaren ATP/ADP 
Translokators limitierend fur die Syntheserate von Starke und Fettsauren in 
Annyloplasten von Kohlsprossen sei. 

Somit ist aus D1 das zu losende Problem - Pflanzen mit erhohtem Ertrag zur 
Verfugung zu stellen - bekannt, und auch die Losung - genetische Modifikation, 
durch Einfuhrung eines Nukleinsauremolekuls in die Pfianzenzellen, welches 
einen ADP/ATP Translokator kodiert - beschrieben. 

2.2. D2 ist ein weiteres Dokument welches sich mit ATP/ADP Transportern in 
Arabidopsis thaliana beschaftigt. In diesem Dokument wird eine molekulare 
Charakterisierung und vergleichende Strukturanalyse zweier ahnlicher ATP/ADP 
Translokatoren aus den Plastiden von Arabidopsis thaliana bzw. von Rickettsia 
prowazeekii untersucht. 

Auf Seite 354 von D2 wird beschrieben, daB die Hauptaufgabe des plastitidaren 
ATP/ADP Transportes darin besteht cytosolisches ATP fur das Stroma 
bereitzustellen, um wichtige anabole Reaktionen zu gewahrleisten. Als Beispiel 
werden Starke- und Fettsauresynthese angefuhrt, zwei Prozesse die in 
heterotrophen Pflanzen strikt an das Vorhandensein von exogenen ATP 
gebunden sind. 

Damit wird auch in D2 die klare Motivation gegeben, bereits bekannte, fur den 
Starke- und Fettsaurehaushalt essentielle, Gene fur die von der vorliegenden 
Anmeldung vorgeschlagenen Zwecke zu verwenden. 

Durch die oben angefuhrten Beschreibungen der Dokumente wird deutlich, daB 
es durchaus realistisch ist, und mit einer angemessenen Erwartung auf Erfolg 
davon ausgegangen werden kann, daB die Expression jener Gene zu einer 
Beeinflussung des Starkegehaltes fuhren wird. 

Insofern kann der Feststellung auf Seite 9 der Anmeldung - es ware vollig 
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uberraschend daB eine Steigerung der Aktivitat des plastididaren ADP/ATP- 
Translokators zu einer Erhohung des Starkegehalts in entsprechenden Pflanzen 
fuhre - nicht zugestimmt werden, da mindestens 2 Dokumente (D1, D2) eine 
solche Auswirkung bereits explizit erwahnen. 

Es ist jedoch richtig, daB in keinem der beiden zitierten Dokumente der 
Amylosegehalt, oder die Zusammensetzung von Starke explizit erwahnt wird. 
Die Tatsache, daB Starke aus Amylose und Amylopektin aufgebaut ist, wird dem 
biologisch/biochemisch ausgebildetem Fachmann, weder neu noch uberraschend 
erscheinen. Jedoch kann dem Argument des Antragstellers zugestimmt werden, 
das nicht zu erwarten war, daB die molekularen Eigenschaften von Starke durch 
die Expression jener Enzyme bestimmt werden. 

2.3. Es folgt, dass Anspruche 1 - 4, die sich mit der Erhohung der plastidaren 
ADP/ATP-Translokatoraktivitat befassen, nicht erfinderisch sind. 
Weiters wird kein erfinderischer Schritt fur den Gegenstand von Anspruchen 5, 7 - 
10, und 12-15 anerkannt, da insbesondere D1, aber auch D2 dasselbe Problem, 
bzw. dieselbe Losung fur die Ertragssteigerung von Starke in transgenen 
Pflanzensamen vorschlagen. 

Anspruche 6, 1 1, und 16 hingegen erscheinen die Erfordernisse von Artikel 33(3) 
PCT zu erfullen. 

ad VIM. 

3. Klarheit (Artikel 6 PCT) 

3.1. Der Anspruch 1 - der die Erhohung der plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivitat 
beansprucht - entspricht nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT. 
Das technische Merkmai "fremdes NukleinsauremolekuL.dessen Expression zur 
Erhohung der plastidaren ADP/ATP-Translokatoraktivitat fuhrt.." ist vage und 
unklar, da es den Umfang des Schutzbereiches nicht klar definiert. 
Aus der Beschreibung geht hervor, daB das folgende Merkmai fur die Definition 
der Erfindung wesentlich ist: 

"..einen plastidaren ADP/ATP-Translokator kodiert.." 
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Da der unabhangige Anspruch 1 dieses Merkmal nicht enthalt, entspricht er nicht 
dem Erfordernis des Artikels 6 PCT in Verbindung mit Regel 6.3 b) PCT, da3 
jeder unabhangige Anspruch alle technischen Merkmale enthalten muB, die fur 
die Definition der Erfindung wesentlich sind. 
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Patentanspruche 



1. Transgene Pflanzenzelle, die genetisch modifiziert ist. wobei die genetische 
iVlodiflkation in der Einfiihrung sines fremden Nucleinsauremolekuls besteht. 
dessen Vorhandensein Oder dessen Expression zur Erhohung der plastidaren 
ADP/ATP-Translokatoraktivitat fuhrt im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Pflanzenzellen aus Wildtyp-Pflanzen. 

2. Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 1. wobei das ' fremde 
Nucleinsauremolekul eineih plastidSren ADP/ATP-Translokator codiert 

3. Transgene Pflanzenzelle nach Anspruch 2, wobei das Nucleinsauremolekul ■ 
einen plastidaren ADP/ATP-Translokator aus Arabidopsis thaliana codiert. 

4. Transgene Pflanzenzelle nach einem der Anspriiche 1 bis 3, die einen 
erhohten Ertrag im Vergleich zu entsprechenden nicht genetisch modifizierten 
Pflanzenzellen aufweist. 

5. Transgene Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 4, die einen 
erhohten Ol- und/oder Starkegehalt im Vergleich zu entsprechenden nicht 
genetisch modifizierten Pflanzenzellen aufweist. 

6. Transgene Pflanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 5. die eine Starke 
synthetisiert, die im Vergleich zu Starke aus entsprechenden nicht genetisch 
modifizierten Pflanzenzellen einen erhohten Amylosegehalt aufweist. 



7. 



8. 



Transgene Pflanze enthaltend transgene Pflanzenzellen nach einem der 
Anspruche 1 bis 6. 

Transgene Pflanze nach Anspruch 7, die eine 61- und/oder starkespeichemde 
Pflanze ist. 



9. Transgene Pflanze" nach Anspruch 8. die eine Mais-, Raps-, Weizen- oder 
Kartoffelpflanze ist. 
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10. 



11. 



12. 



14. 



15. 



16. 



Verfahren zur Herstellung einer transgenen Pflanze, die im Vergieich zu 
Wildtyp-Pflanzen einen ertiohten Ertrag aufweist. wobei 

(a) • eine pflanzliche Zelle genetisch modifiziert wird durch die Einfuhrung 

eines fremden Nucleinsauremolel^uls. dessen Vorhandensein oder 
dessen Expression zur Erhohung der plastidaren ADP/ATP- 
Translokatoral<tivitat in der Zelle fuhrt; 

(b) aus der gemSfi Schritt (a) hergesteilten Zelle eine Pflanze regeneriert 
wird; und 

(c) aus der gemaB Schritt (b) erzeugten Pflanze gegebenenfalls- weitere 
. Pflanzen erzeugt werden. 



Verfahren nach Anspruch 10. wobei die transgene Pflanze im Vergieich zu 
Wildtyp-Pflanzen einen erhQhten Ol- und/oder StSrkegehalt aufweist. und/oder 
deren Starke einen erhohten Amylosegehalt im Vergieich zu Starke aus 
Wildtyp-Pflanzen aufweist. 

Transgene Pflanze erhaltlich durch das Verfahren nach Anspmch 10 oder 1 1 . 

13. Vermehrungsmaterial von Pflanzen nach einem der Anspruche 7 bis 9 oder 
12. wobei dieses Vermehrungsmaterial transgene Zelien nach einem der 
Anspruche 1 bis 6 enthalt. 



VenA^endung von Nucleinsauremolekulen. die einen plastidaren ADP/ATP- 
Translokator codieren. zur Herstellung von transgenen Pflanzen. die im 
Vergieich zu Wildtyp-Pflanzen einen erhohten Ertrag aufweisen. 

Verwendung nach Anspruch 14, wobei die transgene Pflanze einen ertiohten 
01- und/oder StSrkegehalt aufweisen und/oder die eine Starke synthetisieren 
die im Vergieich zu StSrke aus Wildtyp-Pflanzen einen erhohteri 
Amylosegehalt aufweist. 

Verfahren zur Herstellung einer modlfizierten Starke umfassend die Extraktlon 
der Startle aus einer Pflanze nach einem der Anspruche 7 bis 9 oder nach 
Anspruch 12. 
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VERTRAGMER DIE INTERNATIONALE ZUSWMENARBEIT 
DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

C1540PCT 


WEITERES siehe Mitteilung Ciber die Ubermittlung des internationalen 

Recherclnenberichts (Formblatt PCT/iSA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/03292 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

12/05/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

13/05/1998 


Anmelder 

PLANtTEC BIOTECHN. .GMBH FORSCHUNG u . ENTWICKLUNG 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemSB 
Artikel 18 iibermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blotter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie. der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefOhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

[X] in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

pC] zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behorde nachtrSglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

I I bei der BehOrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[X] Die Erkiarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmetdezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

PC] Die Erkiarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

I I Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwtesen (siehe Feld I). 
I I Mangelnde Einheltlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



2. 
3. 



4, Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

RTl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherche nberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffenttichen: Abb. Nr. — 



I I wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

[ I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



THIS PAGE BlAHrx voor 



INTERNATIONALEUECHERCHENBERICHT 



w 



ationates Aktenzetchen 

rCTT/EP 99/03292 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12N15/82 C07K14/415 A01H5/00 C12N15/29 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rdchsrchlerter MindestprOtstoff (Klasstfikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gelnorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die rectierchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Rectnerche konsultierte elektronisch© Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suclibegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorio" Bezeichnung der Veroffentlictiung, soweit erforderllcti unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



NEUHAUS H E ET AL. : "Characterization of 
a novel eukaryotic ATP/ADP translocator 
located in the plastid envelope of 
Arabidopsis thai i ana L." 
PLANT JOURNAL, 

Bd. 11, Nr. 1, 1997, Seiten 73-82, 
XP002126932 

ISSN: 0960-7412 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe besonders Seite 7 Absatz 2 
das ganze Dokument 

WO 94 10320 A (MOGEN INT ;SIJMONS PETER 
CHRISTIAAN (NL) GODDI JN OSCAR JOHANNES M) 
11. Mai 1994 (1994-05-11) 
das ganze Dokument 

-/-- 



1-16 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorlen von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Techntk definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priorit^tsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentllchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefiihrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundlich© Offenbarung, 

sine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Phoritatsdatum veroffentlicht worden ist 



'T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mrt der 
Anmeldung nicht koHidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorle angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgmnd dieser Ver6ffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer TStigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

6. Januar 2000 


Absendedatum des internationalen Recherche nberichts 

24/01/2000 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

0(jerwald, H 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorle** 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


MOHLMANN T ET AL. : "Occurence of two 
plastidic ATP/ADP transporters in 

rtraUlUOpSlo tria 1 1 and L 

EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 
Bd. 252, Nr. 3, Marz 1998 (1998-03), 
Seiten 353-359, XP000865628 

ISSN: 0014-2956 
das ganze Dokument 




A 


EMMERMANN M ET AL.: "The ADP/ATP 
translocator from potato has a long 
ami no-terminal extension" 
CURRENT BIOLOGY, 

Bd. 20, Nr. 5, November 1991 (1991-11), 
Seiten 405-410, XP000863257 
das ganze Dokument 
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